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総合序論 フラボノイ ドの生合成とアン トシア ニ ンの発色段階
ア ン トシ ア ニ ン ､ カ テ キ ン ､ プ ロ ア ン トシ ア ニ ジン ､ ブ ラ ボノ ー ル ､ フ ラ ボン な どの フ ラ
ボノイ ド化合物は , 様々 な植物種に広く存在する 二次代謝産物で ある (Fip rt!1)｡ これ らは ､
紫外線照射に よる ダメ ー ジからの細胞保護作用や抗微生物作用 , 受粉媒介者の 誘因作用など､
植物に と っ て 多岐に わたる有益な効果を持つ だ けで なく ､ その強力な抗酸化活性に基づ く抗
腫痘作用 ､ 抗炎症作用 , 動脈硬化抑制作用 などに よ っ て ､ 人類の 健康に も寄与する こ とが知
られて い る 1･ 2｡
こ の うち ア ン トシ ア ニ ン は , 高等植物の花部や果実, 紅葉 した 菓な どに 広く見い ださ れる
主要な色素で あり､ 色の 本体で あ る ア ン トシ ア ニ ジ ン が糖や ア シ ル基 によ っ て様々 に修飾さ
れた化合物全般を指す ｡ そ の 一 次構造 ､ 他の フ ラボノイ ドや金属との 色素複合体形成, 貯蔵
組織で ある液胞の酸性度な どに よ っ て ､ 鮮やか な赤 や青 ､ 紫とい っ た植物種特有の 美 しい色
調を呈 し, 人々 を魅了して きた 3･ 4｡
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1 . フ ラボノイ ド生合成経路の全体像
こ れまで に ､ フ ラ ボノイ ドの生合成経路に関する遺伝学的､ 分子生物学的､ 生化学的研究
が精力的に行なわれ ､ 多くの 植物種に共通 で あ る基本骨格部分の生合成反応に関して は ､ す
で に全体像が確立 して い る (Schem e 1)｡ さ らに近年､ その生合成の制御機構や貯蔵組織 へ
の輸送につ い て も解析が進んで きた 3, 5
･18
o
フラ ボノイ ド生合成 の 出発物質とな るカ ル コ ン (e.g. ナリ ン ゲこ ン カ ル コ ン 1) は ､ p- ク
マ ロ イ ル ーCoA 2一 分子とマ ロ ニ ル ーCoA3 三分子が縮合して生成する ｡ こ の反応は ､ タイ プIII
の ポリケチ ド合成酵素類に属する か レコ ン 合成酵素 (CHS) により触媒され る 1 9･ 2 0｡ 続いて ､
カ ル コ ン異性化酵素 (C H I) が カ ル コ ン (e.g . 1) の分子内環化反応を触媒 し､ 多く の フラボ
ノイ ドの 前駆体である 2S- フ ラ バ ノ ン (e.g . 2S- ナリ ン ゲニ ン NAR 4) を立体特異的に生じる
21,22
. 近年､ これ ら酵素の結晶構造解析により反応メ カ ニ ズムが解明された.
その後 の フラボノイ ド生合成経路に お い て ､ 非 ヘ ム酵素群に属する 2- オキソ グルタル酸依
存性二 原子酸素添加酵素類 (2- ODD) によ っ て 触媒ざれる酸化反応は ､ ヰ 心 的な役割を果た
す ｡ 2-ODD は フ ラ ボノ イ ド生合成 の他に も､ エ チ レ ン 生合成 ､ ジ ベ レ リ ン 生合成､ ア ルカ
ロ イ ド生合成な ど重要な生合成経路に広く分布する可溶性酵素で あり､ そ の 酸化反応は 二段
階か らなるこ とが知られて い る 23-27o まず､ 全て の 2-OD D に共通で ある第 一 段階で は ､ 活性
中心の 二価鉄に 2-オキ ソグル タル酸 2- O G 5と分子状酸素が配位し､ 2- O G 5の酸化的脱炭酸
によ っ て コ ハ ク酸 s u c 6､ 二 酸化炭素､ お よび鉄一酸素複合体 [FeIV= o ヰ ヰ FeIII- o･]7 が生成
する (Sche m e2). この とき､ s u c 6と FeIV= o 7に は ､ 分子状酸素に由来する酸素原子が -
原子ずつ 分配ざれ る 2&31｡ 続 い て ､ FeIV= o 7 により基質の水酸化や不飽和化な ど第二段階の
反応が触媒される32｡
植物色素ア ン トシ ア ニ ン の 生合成に お い て ､ 2S- フ ラ バ ノ ン (e.g. 4) は ､ 2-ODD であるフ
ラバ ノ ン 3β-水酸化酵素 (F3H) により立体選択的に 2 R,3 R-tra mトジ ヒ ドロ ブ ラボノ ー ル (e.g.
2R
,
3R-tr am s- ジ ヒ ドロ ケル セ テ ン DHQ 8) へ と酸化され
33AO
､ さらにジ ヒ ドロ フラ ボノ ー ル 4-
還元酵素 (D F R) によ っ て 2 R,3S,4S- cis- ロ イ コ ア ン ト シ ア こ ジ ン (e.g. 2R,3S,4 S-cis - ロ イ コ シ
ア こ ジン LC D 9) を生じる 4Ⅰ, 42. こ の DFR は ､ 厳密な基質特異性を示す酵素として知られて
おり､ 植物種によ っ て 特異的なア ン トシ ア ニ ジン が生成される 一 因とな っ て い る 43, 44o
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無色の 2 R,3S,4 S- cis- ロ イ コ ア ン ト シ ア こ ジン (e.a. 9) は , 21 0 D Dで あ ると推定されて い た
アン トシ ア ニ ジ ン 合成酵素 (A N S) によ っ て 酸化され ､ 有色 の ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g. シ ア
ニ ジン CY D IO) に なる と考えられて きた｡ しかし ､ その反応の詳細 は解明されて い なか っ
た ｡ も っ とも ､ ア ン トシ ア こ ジ ン (e.g . 10) は ､ その 不安定さ ゆえに実際の植物組織か らは
検出されず､ ア ン トシ ア ニ ジ ン お よびフ ラ ボノ ー ル の 配糖化酵素で ある U D P- グル コ ー ス :
7ラボノイ ド 3- 0- グ ル コ シ ル転移酵素 (3 GT) によ っ て C-3 位水酸基が グル コ シ ル化された
ア ン トシ ア ニ ジ ン 3-グル コ シ ド (e.g. シ ア ニ ジン 3- グル コ シ ド c3 G l1) が , 最初 の 安定な
フラ ビリウ ム カ チオ ン型有色化合物と して 検出され る 4 5｡ その ため , ア ン トシ ア ニ ン 色素の
発色段階と は ､ 無色の 2 R,3S,4 SI Cis - ロ イ コ ア ン トシ ア こ ジ ン (e.g. 9) か ら有色の ア ン トシ ア
ニ ジ ン 3- グル コ シ ド (e.g. ll) が 生じる段 階を指す D こ の発色段 階に つ い て は辞しく後述す
る (次項参照)0
また 一 部の植物で は ､ 色素と して ア ン トシ ア ニ ジン配糖体 (e.a. ll) の代わりに 3-デオキ
シ ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g . ア ピゲ こ こ ジ ン AGD 12) の 配糖体を蓄積す る こ とが知られて い
る . こ の場合は ､ フ ラ バ ノ ン 4一連元酵素 (F NR) によ っ て 2 S- フラ バ ノ ン (e.a. 4) から生成
する 2 S,4 R-tr a n s13 - デ オキ シ ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g. 2S,4 RJrans - ア ピ フ ォ ロ ー ル A PF
13) が ANS の基質となり､ 3-デオキ㌢ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g. 12) を生 じると考えられて き
た｡ しか し､ 実験的な証拠は得られ て い なか っ た 5｡
ア ン トシ ア ニ ン生合成以外で は ､ 2R,3R-tr a m s- ジ ヒ ドロ フ ラ ボノ ー ル (e.g. 8) の C 環不飽
和化によりフ ラボノ ー ル (e.g. ケ ル セ チン Q14) を生じるフラ ボノ ー ル 合成酵素(F LS)46･48
や ､ 2 S- フラバ ノ ン (e.g. 4) の C 環不飽和化によりフラボン (e.g. ア ピゲニ ン APG 15) を生
じるセリ科特有の フ ラ ボ ン合成酵素Ⅰ (FNSI) 49
-51 が ､ 共 に 2-ODD と して知られて い る｡
他に も､ フラボノ ー ル 6一水酸化酵素が新規の 2- OD Dとして近年報告された 52｡
一 方､ 2S- フラ バ ノ ン (e.g. 4) や 2 R,3R-tr a ms- ジ ヒ ドロ フラ ボノ ー ル (e.g. 8) の B 環を水
酸化す る フ ラ ボノ イ ド 3, 一永酸化酵素 (F3,H) 53､ お よ びフ ラ ボノ イ ド 3,, 5, 一 水酸化酵素
(F 3'5'H) 54 は ､ 2- OD D と は異なる ヘ ム 酵素群の シ トク ロ ム P-450 - 原子酸素添加酵素類
(p-450) で ある 55. 例えば ､ 2R,3R-tra m s- ジ ヒ ドロ ケ ン フ ェ ロ ー ル DHK 16&ま F3'H により
2 R,3R-tr a m s- D HQ 8 に変換ざれ､ 2R,3R-tr a m s- D H K 16および 2 R,3R-tra n sI D HQ 8 はF3
'5'H に
より 2 R,3R-tr a m s- ジ ヒ ドロ ミリセ テン 17 に変換ざれる o こ の B 環水酸化の程度に応じて三種
類の ア ン トシ ア ニ ジン 分子 (ベ ラル ゴ ニ ジン PGD 18､ CYD 10､ デル フィ ニ ジ ン 19) が生合
成され､ ア ン トシ ア ニ ン の色調を大きく左右する｡ また ､ 2S- フラ バ ノ ン (e.g. 4) の ･C ･環を
不飽和化して フラ ボ ン (e.g. 15) を生じる酵素､ つ まり FN SI と同様の反応を触媒し､ ･ 多く
の植物種に存在するフ ラ ボン合成酵素ⅠⅠ (FN S II) 56, 57や ､ マ メ科植物に蓄横するイ ソ フラ
ボン (e.g. ダイ ゼイ ン 20) の 生合成に関与する ､ 2一水酸化イ ソフ ラ バ ノ ン 合成酵素 (IFS)
5&
も p-450 である｡
ア ン トシ ア ニ ン 生合成 の中間体である 2R,3S,4S-cis- ロ イ コ ア ン トシア ニ ジン (e.g. 9) は､
ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジ ン 4一遍元酵素 (LA R) により c-4 位水酸基 がざらに還元され , 2R,3S-
tra n s- フ ラ バ ン -3- オ ー ル(e.g . カ テ キン 21)に変換ざれる
59
o また ､ ア ン トシ ア ニ ジン(e.g. 10)
は ､ ア ン トシ ア ニ ジ ン還元酵素 (A N R､ コ ー ド遺伝子は B A N YUL,S として 知られる) によ っ
て 2 R,3R- cis - フラ バ ン ー3- オ ー ル (e.g. エ ビカテ キ ン 2 2) に変換され るこ と が最近証明ざれた
60
｡ こ れら フラ バ ノ ー ル (e･g･ 2l, 22) は ､ どち らもプロ ア ン トシ ア ニ ジ ン (Figtlre 1) 縮合
反応の出発物質と考え られ る ため ､ AN Sは プロ ア ン トシ ア ニ ジ ン 生合成 にお い て も重要な
役割を担うこと が明 らか とな っ た 61. しか しなが ら､ プロ ア ン トシ ア ニ ジ ン の構成単位は植
物種により様々 であり､ その伸長反応の全容はまだ解明され て い ない 0
以上 に述 べ て きた フ ラ ボノイ ドの生合成酵素の うち大部分は ､ 可溶性酵素として細胞質に
存在す る｡ こ れ らが 巨大な酵素複合体を形成 し､ F3'H な ど 一 部の 膜タ ン パ ク質を介して小
胞体表面と緩やか に接着して い る可能性が考えられて きた 62. 近年､ こ の仮説を支持する事
実として ､ シ ロ イ ヌ ナズナ Arabidopsis thalia n aた由来する C H S､ CHI､ F3 H､ および DF Rの
タ ン パ ク質問相互作用が報告ざれ 63､ ざらに典型 的な可溶性酵素で ある C H Sと c HI が共に
風面小胞体に局在して い る こ とが明 らか に ざれた 64. 生合成反応に お ける立体配置の維持や ､
不安定な中間体の 速や か なチ ャ ネリ ン グに よる最終産物の効率的な生産な ど､ 複合体形成の
利点は数多く考えられる｡ しか し､ その存在の証明に はさらなる研究が必要で ある ｡
また ､ フ ラボノイ ド生合成の場で ある細胞質か ら貯蔵小 器官で ある液胞 へ の輸送に関して ､
グルタチ オ ン S一転移酵素 (G ST) および ABC (AT P-Binding-Cass ette) 輸送体の存在が報告
ざれて い る｡ タイ プI の G ST である ペ チ ュ ニ ア Petu m'a hybrida A N 965､ ならび にタイ プIII の
GST で ある トウモ ロ コ シ Ze a m ays B Z 2
66の詳細な機能解析により､ フ ラボノイ ド分子に対す
る これらタ ン パ ク質の 実際の機能は グル タチオ ン の付加で はなく ､ 液胸膜 へ の エ ス コ ー トで
あるこ とが示唆ざれた ｡ さらに ､ 運ばれた フ ラ ボノイ ドが ABC 輸送体に よっ て還元塑 グル
タチオ ン と共に液胞 へ 取り込まれ る機構が 推測 ざれた 67. また ､ この A B C輸送体を ユ ー ド
す る遺伝子として シ ロ イ ヌ ナズナか ら AtM 72Pが報告ざれて おり 68, 6 9､ 近年さ らに ､ プロ ア,ン
トシ ア ニ ジ ン の液胞輸送に関与する MA TE (主知Itidrug 旦nd工o xic Co mpo u nd 圭xtru sio n) 輸送体
を コ ー ドする遺伝子 m 2 が報告された70｡
当研究室に お い て シ ソ Pe rillaPutesc e n sから単離された機能未同定の膜タ ン パ ク質8 R6も､
ア ン トシ ア ニ ン の輸送に 関与 して い る可能性が示唆されて い る 71
-73
o しか しながら､ 現在の
と ころ輸送系に関す る知見は不十分であり､ 今後の研究に よるア ン トシ ア ニ ン の輸送および
貯蔵メ カ ニ ズムの解明が期待ざれる ｡
2 . アントシアニ ン色素の 発色段階
ア ン トシ ア ニ ン の 生合成経路に お い て ､ 無色 の 2R,3S,4S- car - ロ イ コ ア ン トシア ニ ジン (e.g.
9) から有色の フラ ビ T) ウムカチオ ン型 ア ン トシ ア ニ ジ ン 3- グル コ シ ド (e.a. ll) が生成する
発色段 階は , 特に重要で ある ｡ 見か けの反応 は , 2 R,3S,4Sィis- ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン (e.g. タ)
の C-2位脱水素と C-3, C-4 位か らの脱水, そして C-3 位水酸基の グル コ シ ル 化で あり､ 酵素
として A N Sと 3 G Tが関与する (S dl e m e3)｡ 発色段階に 関する これま での研究を以下に要
約する｡
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まず 1985年 , 遺伝学 的に 定義さ れ た ス ト ッ ク MaLthiohz in c a n aの 変異株 に 対す る ､
2R
,
3 S
,
4R-ET a n S-LC D 23 および 2R,3S,4 R-tTLZ nS - ロ イ コ ベ ラ ル ゴニ ジ ン L P D24 の 投与実験に よ
つ て ､ ア ン トシ ア ニ ジ ン 31グル コ シ ド (e.a. ll) の直接の前駆体 が これ ら ロ イ コ ア ン トシ ア
こ ジン (e.g. 9,23,2 4) であると証明された
74
. ロ イ コ ア ン トシ ア こ ジ ン (e.g. 9,23,24) の C 4
位の立体 は容易 に異性化すると報告されて い た が 75､ 生合成経路上流の D F Rによ っ て生成
きれる 2R
,
3S
,
4S- cLf- ロ イ コ ア ン ト シ ア ニ ジ ン (e.g. 9) が , 天然に お ける ア ン トシ ア ニ ン生 合
成の中間体で あると考えられ た｡ その 後, 植物の粗抽出タ ン パ ク質 を用 い た ロ イ コ ア ン トシ
ア ニ ジン (e.g. 9, 23, 24) か らの ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g. 10, 1S, 19) の合成 ､ あるい はア ン ト
シ ア ニ ジ ン 3- グル コ シ ド (e.a. ll) の合成が in vif'v で数多く試み られたが ､ い ずれ も成功 し
なか っ た｡ また , 遺伝学的手法 によりこの 発色段階を ブロ ッ クした変異体 にお い て も ､ ア ン
トシ ア ニ ン生合成反応の中間体は全く蓄構されず､ 反応機構 の ヒ ン トは得られなか っ た｡
19 0年, 遺伝学的解析の進んで い た トウモ ロ コ シ の トラ ン ス ポゾン タギ ン グにより､ A N S
俊階を触媒すると予想 され る酵素の コ ー ド遺伝子 A2 が初め て ク ロ ー ニ ン グさ れた 76｡ A2
cD N A は, ア ン トシ ア ニ ジン 生成過 程に 欠娘の ある a2 変異 トウ モ ロ コ シ の アリ ユ ー ロ ン 層
における 一 過的な発現 に よ っ て そ の変異を回復 し, A N S段階 へ の 関与が 加 viv o で証明され
た ｡ 続い て ､ キン ギ ョ ソウ Jhtin･hin m mjus の Ca ndlm ､ ペ チ ュ ニ ア の Jblt17
78 が , 共に ディ
フ ァ レ ン シ ャ ル ス クリ ー ニ ン グによ っ て ク ロ ー ニ ン グされ た. Ca ndi お よび A〝t17 のコ ー ド
するア ミノ 酸配列は ､ A2 の 予想ア ミノ 敢配列と高い相同性を示 し, さ らに 2-O D Dで あるこ
とが生化学的に証明さ れて い た ペ チ ュ ニ ア F3 H35 とも相同性を示した｡ この こ とか ら, A2,
ca ndi､ および Jh(17 のコ ー ドする酵素 (A N S) が 同 一 の 21 0D D で あるこ とが示唆され , ま
ずロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン 二原子酸素添加 酵素 (L DOX) と呼ばれるように なっ た｡
以後､ 数多くの植物穫か ら L D O X(A N S) 遺伝子および cD N Aが単離され てきた
79LB5
｡ し
か し､ A N S酵素タ ン パ ク 質は不安定 なため ､ 植物の 阻抽出タ ン パ ク質も しく は遺伝子組み
換え酵素を用 い た in viETV に おける A N S活性の発現 が依然と して 困難で あり､ その 反応メ カ
ニ ズム に閲する解析は進ま なか っ た ｡
有色の フラビ 1) ウム カチオ ン 型 ア ン トシ ア ニ ジン (e.g . 10, 18, 19) は ､ L
'
n vitn' の溶液中で
は非常に不安定で あり､ 弱酸性か ら ア ル カリ性領域で 容易に水和 して 無色 の シ ュ ー ド塩 基型
ア ン トシ ア ニ ジン (3- フラ ベ ン ー2,3- ジオ ー ル 25あるい は 4S/R-2- フ ラ ベ ン 13,4- ジオ ー ル 26/27)
となる (Sche m e4) 4o
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ア ン トシ ア ニ ジン 3- グル コ シ ド (〟.g. ll) や , より高度に修飾きれた ア ン トシ ア ニ ン に 関
しても, 同様の水和に よ っ て 生じた シ ュ ー ド塩基の 存在が確認されて い たこ とから , 中性環
境の細胞質に お ける A NS の 2R,3S,4S- cis - ロイ コ ア ン ト シ ア こ ジ ン (e.g. 9) 敢化物は ､ これ
らシ ュ ー ド塩基であると考えられた 45｡ ま た､ これらシ ュ ー ド塩基 25, 26/27 のうち ､ 3- フラ
ベ ン 12,3- ジオ ー ル 25 が熱力学的に より安定で ある との 報告 B6か ら､ フラ ビ 7) ウム カ チオ ン
型ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.a. 10, 18, 1タ) の直前の中間体は 3- フ ラ ベ ン ー2,3- ジオ ー ル 25(おそら
く 2R- 体) で ある とされ , これま で に三種類の 反応機構が考えられて きた｡ すな わち , A N S
が 2R,3S,4SィLs- ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジ ン (e.g. 9) の C-2, C-3 位の 不飽和化を触媒して 4S12-
フラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 26 を生成 し､ その非辞素的異性化 によ っ て 2R-3- フラ ベ ン ー2,3- ジオ ー
ル 25が生成する経路 (s dle me 5･ A) 6､ A N Sが C-2 位の水酸化を触媒し､ それ に続い て脱水
酵素による C-3, C4 位からの脱水が起こる経路 (sche mes-J) 4 5､ そ して , その逆で ､ C-3, C 4
位からの脱水がまず起 こ り, その後 A N S による C-2 位の水酸化が行われる経路 (sche m e51
c) 45｡ B および c の反応経路に は , A NS だ けで なく脱水酵素も必要で あると考えられ, そ
の脱水酵素を コ ー ドする遺伝子座の存在も示唆きれた 15｡
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1998年､ 当研究室に お い て ､ シ ソの遺伝子組み換え A N Sか ら i” vitro で活性を発現させる
ことに世界に先駆けて成功した ｡ シ ソ A N Sは ､ 2-O G 5に依存して 2R,3S,4RJrafLf- LCD 23を
酸化し､ 反応後の 塩酸酸性条件下で CY DIOが生成した
87, ㍍
｡ しか し､ その反応機構を議論
する に は ､ トウ モ ロ コ シ ､ キ ン ギ ョ ソウ ､ ペ チ ュ ニ アな どア ン トシ ア ニ ン生合成研究に おけ
るモ デル植物に由来する A N Sを用い た ､ in viv o同様の条件下で の解析が必要とされたo
一 方､ トウモ ロ コ シ の遺伝子欠損株を用 い た in viv o の組織間相補実験に より､ 発色段階
の生合成に関与する遺伝子の順序は ､ Al-A2-Bzl- Bz2 である ことが早期に示唆されて い た
89
o
その後の解析に より､ Al は DF R
90
､ A2 は ANS
76
､ Bzl は 3G T9l､ そ して Bz2 は G ST
92を コ ー
ドする遺伝子で ある こ とが明らか に されたた め ､ 3 GT によるグル コ シ ル化は A N Sの酸化反
応後に起 こ る ､ とい う順序が 一 般 に認め られて きた o また ､ ス ト ッ クの 花部に由来する粗抽
出タ ン パ ク質を用い た酵素反応に お い て ､ グル コ シ ル化されたジ ヒ ドロ フ ラボノ
ー ル (e･g･ 8,
16,17) や ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン (e･g･ 9,23,24) が
一 切検出されなか っ たこ とからも ､ 3 GT
によるグル コ シ ル 化が AN S反応の後に起こ る ことが示唆された
45
｡ 3 G T の活性検出や遺伝
子ク ロ ー ニ ン グは早期 に成功し
9l, 93
､
こ れまで様々 な植物種の粗抽出タ ン パ ク質や遺伝子組
み換え酵素を用い た実験が行
l
ゎれて きたが ､ ANS と 3 G Tの反応順序を確定する.in
vit” での
生化学的証拠は得られて い なか っ た｡ また ､ これ らの酵素により細胞質に おい て生成したシ
ェ ー ド塩基型ア ン トシ ア ニ ジ ン 3-グル コ シ ドが ､ 貯蔵小器官である液胞にお い て自発的にフ
ラビリウ ムカチオ ン 型 (e.g. ll) に変化し発色すると考えられて きたが ､ in
'
vit,v
L
i=お ける実
験的な証拠は未だ得られて い なか っ た｡
本論文で はア ン ト シ ア ニ ン の発色段階､ 特に A NS によ っ て 触媒されるア ン トシ アキジ ン
合成機構の解明を目的とした ､ 生化学的ならびに計算化学的な解析につ い て述
べ た｡
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第 - 部 遺伝子組み換え酵素を用いた生化学的研究による反応機構解析
第 - 章 ア ン トシア ニ ジン 3
-グル コ シドの 生合成と発色の メカ ニ ズム 94･ 9 5
本章で は ､ ア ン トシ ア ニ ン生合成経路研究のモ デル植物種に由来する遺伝子阻み換え A N S
および 3 GT を用い た､ 生化学的な研究に つ いて 述べ た｡ 実験に使用 した全て の ANS につ い
て in vitTV における活性発現が成功 し､ その酵素特性が明らか にされた｡ また A N Sと3 GTの
連続反応解析により､ 生体内にお けるア ン トシ ア ニ ジン 3-グル コ シ ド (β･g･ ll) の生合成､
および発色機構の概要が解明された｡ また ､ A N Sの詳細な酸化反応に つ い て考察した｡
1 . 遺伝子組み換え A NSの 活性発現
ペ チ ュ ニ ア ､ キ ン ギ ョ ソウ ､ ト レ ニ ア Tw e niafo u mieri､ およびトウモ ロ コ シ の A N Sを遺
伝子組み換え酵素として 大腸菌で発現ざせ ､ in vitro にお ける A N S反応の解析に用い た o 本
研究にお い て基質として 用い た 2R,3 S,4R-tra m s- LC D23 は ､ 天然型 2R,3S,4S- cis- LCD 9 の C14
位立体異性体であるが ､ 序論 にも述べ た通り ､ こ の異性体を植物体 へ 投与した実験 におu て
ア ン トシ ア ニ ン の 生成が確認され て い る 74｡ ただし､ これ ら立体異性体は ､ 反応溶液中にお
い て C_4 位の水酸化物ア ニ オ ンが脱離して 生じる C-4 カ ル ポカチオ ン を経由して ､ 容易に異
性化するとの報告があり96･9 7､ A N Sが2R,3S,4SI Cis - 体(e･g･ 9)と2 R,3S,4R-tra m s- 体(e･g･ 23,24)
の両方を基質とするの か ､ ある い は どち らか 一 方のみを基質とす る のか は明らか で8享年か っ
た. も っ とも ､ 生合成経路の 上位 の酵素 DF Rの産物で ある 2 R,3S,4 S-cis- 体 (e･g･ 9)中富､ 天
然にお ける A NSの基質であろうと単純に推測されて い た｡
ペチ ュ ニ ア A N S は､ 2_ O G 5､ 二価鉄イオ ン ､ およびアス コ ル ビン 酸の存在下で 2R,3S,4R
-
i, a n s-L CD 23を酸化し､ 反応後の酸性条件下で有色の C Y DIOを生じた (Figu re2
･B, C)o 標
準的な方法で は ､ 酵素反応液 に塩酸を添加して 反応を停止し､ そ のイ ソ ア ミル ア ル コ
ー ル抽
出物を HP LC にて分析したが､ 塩酸添加やイ ソ ア ミル ア ル コ
ー ル抽出を行わなか っ た場合に
も同量の C Y DIO が検出ざれた｡ また､ ペ チ ュ ニ アの植物中に は PGD lS型の ア ン トシ ア
ニ
ンが存在しな い こ とが知られて い るが､ ペ チ ュ ニ ア A N Sは2R,3S,4 R-tr a n s⊥p D 24 からpGD 1S
ll
を生成し､ 基質に対して柔軟性を持つ ことが示された (FigⅦ re2･F).
さらに ､ 本研究に お い て 使用した全て の組み換え A NS から､ cyD IOを生成する A N S活
性が検出された (Figu 陀 3). 時間に対する C Y D IO生成は厳密な直線性を示さなか っ たが､
こ れは AN Sが不活化 しやす い 酵素で あるこ と､ ざらに生成した c y DIO が分解されやすい
こと などが原因として考えられる｡
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2 . 精製 A NSの コ フ ァ ク夕 一 事求性
ペ チ ュ ニ ア お よび トウモ ロ コ シ の精製 AN Sを用い て ､ 酸化反応に おけるコ フ ァ クタ ー 要
求性を検証した｡
これら AN S によ っ て触媒され る 2R,3S,4R-tr a m s-L CD 23 からの C Y D IO生成は ､ 2- O G 5､
二価鉄､ お よびア ス コ ル ビ ン 酸に完全に依存して おり､ 窒素置換によ っ て 反応液中の 分子状
酸素を除い た場合に も ､ C Y D 10 は全く生成しなか っ た (Table 1)o つ まり､ AN S がその酸
化反応 に際して こ れ ら コ フ ァ クタ - を必要とする 2-ODD であるこ とが ､ 生化学的に証明さ
れた. さらに ､ 2 R,3 S,4R-tr a m s-L C D 23か らの C YD IO生成に は ､ 酵素として ANS のみが必
要であり､ 脱水酵素な どの 付加的な酵素は必要で ない ことが示された0
Table1. Cofactor requlr C m entOf there a ctio n catlyzedby purified AN S･
Ea chr ea ction w as carriedo utfo r5 min･ Boi le denzym e,A N S heatedat95
o
C for10
min . Data ar e m ea n v alu e s oftriplicatc inc ubatio nsA:S･D･
Co ndition
En zym(州c (コCtivily
pelu nicIA NS m oizeA NS
pkofoI/kg
Comp[efe
- As corbclte
- Fe
l‡
- 2-O GS
- 02
Boiled e n zym e
0.972±0.02
く0.00l
く0.001
く0.001
く0.001
<0.001
0.215±0.01
< 0.0 01
く 0.0 01
く 0.0 01
く 0.001
く 0.001
2_ O D D の酸化反応にお い て は ､ まず 2-O G 5と分子状酸素に より､ 鉄腰 素複合体 Fe
lV
- o 7
の生成が起こ る (Sche m e 2)｡ す なわち ､ 二価鉄 ､ 2- O G5､ 分子状酸素が コ フ ァ クタ
ー とし
て酵素活性 に必須である こと は ､ メ カ ニ ズム 的にも明らか で ある｡
一 方､ 多くの 2-ODD に
ょる酸化反応に お い て ､ やはり必須の コ フ ァクタ - とな っ て い るアス コ ル ビ ン酸に つ いて も､
非特異的な酸化防止剤として 鉄原子の還元型を維持する機能や ､ 酸化す べ き基質が存在しな
い状態で生成 した FeIV= o 7に よる酵素の自己酸化を防ぐ機能な どが示唆されてきた
98ょ しか
し､ その機能は未だ完全に解明されて は い ない ｡
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3. A NS およぴ3 GT による連続反応
ペチ ュ ニ ア 3 GTを A N Sと同様に遺伝子組み換え酵素として発現させ ､ AN Sおよび 3 GT
による連続反応の再構成実験を行 っ た ｡
まず ANS､ 3 GT の双方と､ 基質2R,3S,4 R-tr a m s- LC D 23､ および必要なコ フ ァクタ
- (2- O G
5､ 二価鉄イ オ ン ､ ア ス コ ル ビ ン 酸､ UDP- グル コ
ー ス) が存在する場合は ､ 酵素反応後の酸
性条件下で CY DIO および c3 G ll の両方が生成した (Figu re4･ Å)o 次に ､ 出発基質および
中間体が同時に 一 つ の 酵素とだけ接する条件で の連統反応､ すなわち ､ まず A NS のみ､ 続
い て 3 GT のみ ､ と反応させ た場合は ､ 主と して C3G llが生成し､ グル コ シル化されなか っ
た CY DIOも検出され た (Figt)re4･B)o しか し逆の順序､ すなわち､ はじめ に 3 GT のみ ､
次に ANS のみ ､ と いう連続反応で は ､ CY DIOだけが生成し､ C3 G ll は全く検出ざれなか
っ た(Figu r e4･ C). 以上 の結果か ら､ これら二 つ の酵素による連続反応は ､ 2 R,3 S,4R-tr a m s-LC D
23 に対す る AN S の酸化反応､ 続い て 3 GT のグル コ シ ル化､ とい う順序で のみ起こ る ことが
生化学的に証明ざれた ｡
(A)ANS＋ 3 G T
(8)A NS - 3 G T
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AN Sや 3 GTな どの ア ン トシ ア ニ ン 生合成酵素は ､ 生体内で酵素複合体を形成し機能して
い る可能性が示唆されて い る (序論参照)｡ も し､ A N S-3 GT 酵素複合体が こ の連続反応を触
媒して い るとすれ ば､ 反応中間体で ある不安定な C Y D IOはこれ ら酵素間で素早くチャネリ
ン グざれ ､ 生成物として C3 Gll のみが効率よく生じる ことが期待される o しやゝし､ 本研究
にお い て その ような事実は認め られなか っ た (Figure4･A). また､ 酵母を用 い た 2ノ ､イ ブリ
ッ ド実験に おい て も ､ シ ソ A NSとシ ソ3 GT の間に明らかな相互作用は観察されて い ない
71
｡
も っ とも ､ 本研究で 用い た遺伝子阻み換え酵素は･､ マ ル ト
ー ス結合タ ン パ ク質 (Mbp) との
融合タ ン パ ク質で あ る こ となどか ら､ こ れらの デ
ー タ は ただち に生体内 にお ける酵素複合体
の存在を否定するもの で は ない ｡ 生合成の 効率を考えると､ 酵素複合体の存在は大い に期待
されると こ ろであり､ 今後の解明が待たれる ｡
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4 . 生休内領境の再現と反応撮構の 概要
これまで に述べ た ､ A NS および3G Tに よる CY DIOや c3 G ll の生成は ､ 酵素反応後の塩
酸添加やイ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル抽出, 強酸性の EP L C溶媒な ど, 通常の in yl
･
v o 環境には 存
在しな い条件 を経て検出され たもの で あ っ た｡ こ れ ら人 工的な要因の影響を排除し, か つ ､
細胞質に おける酵素反応に よ っ て生成 した c3 G llが液胞 へ 移行する ､ とい う生体内のイ ベ
ン トをL
'
n v加 で再現す る目的で ､ 次 の ような実験を行 っ た｡
まず､ 細胞質条件 pfI 7 に おい て ､ 2R,3S,4 R- qa tLf-LC D 23 に対す る A N Sおよ ぴ 3 G T の共
存反応 を行 っ た｡ この とき , 生成する有色化合物の 90 %以上が C3 G l1 になるように酵素量
を調節 した ｡ 掛 ゝて酵素を除去し､ 反応液を液胞条件の pR 5
99 に変化さ せた ｡ こ の pZ7 5反
応液 ､ お よび同様の手 順の の ち強敢性の pr[2 へ 変化させ た反応液の 紫外J可視吸収ス ペ クト
ル は, 同様に pflを変化させ た c3 Gl1標晶の ス ペ ク トル とよく 一 致 して おり (FigtLre5)､
酸性条件の 反応液中で有色の フ ラ ビリウム カナオ ン 型 c3 G ll が生成 したこ とを示唆した｡
こ の結果より, 2R,3 S,4R-LTtZtL f- CD 23 から C3 Gl1 が生成され る過程で必要な酵素は ANS と
3 GTの みで あり, 付加 的な脱水酵素などは 一 切 不要で ある こ とが証明された ｡ さ らに , 酵素
反応後の穏和な酸性環境 へ の ptI変化だ けで ､ 非酵素的に フ ラ ビリ ウム カチオ ン が生成 し得
るこ とが示された｡
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以上 に述べ た生化学的研究に より､ 生体内に おける C3 G llの 生合成およぴ発色機構の概
要が明らか にされた｡ まず､ 中性環境の細胞質に お い て ､ 2R,3S,4S/RIL C D タ/23 は A N S(FcⅣ = 0
7) によ っ て酸化され , C-2, C13 位が不飽和化された 4S/R-2- フ ラ ベ ン ー3,41 ジオ ー ル 26/27と
なる (Sche ne 占･i)｡ これ らは ､ 熱力学的により安定とされる 31 フラ ベ ン ー2,3- ジオ ー ル 25 へ
と異性化す る可能性があり (Schem e 6･ii), ジオ ー ル 25, 26/27 の うち いずれ か ､ ある い はす
べ てが 3 G T の基質とな っ て ､ C-3 位の グル コ シ ル 化を受ける と考 えられ る (Sche m e61iii)｡
続い て 液胞 へ と輸送され ､ そ の酸性環境に よ っ て 自発的 に水酸化物ア ニ オ ン が脱離 し､ フラ
ビリウム カチオン 型 c3 G llとな っ て 発色する (Sche m e d.iy)｡
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5 . A NSの触媒する強化反応の詳細
フ ラ ボノイ ド生合成経路に は , 複数の 2･OD D が関与して い る (Schem e 1). 一 般的なもの
は､ ANS, F3 H, F u､ およぴ FN S I の四種類で あり ､ こ れ らはす ベ て フ ラ ボノイ ド骨格の
c-3 位の酸化に関与して い る (Sche m e71A- D)｡ このうち F N S l は､ c12 位が水酸化きれた
基質ア ナロ グに対して 反応しなか っ たこ とから､ c-2 位の水酸化を経ずに C12, C-3 炭素ラジ
カル の生成 を伴う直接的 な不飽和化を触媒する こ と が示唆されて い た 49｡ また ､ FLSに関し
て も, F N S Iと見か けの反応が類似して い る こ とか ら同様の反応機構が推謝されて い た 5｡ 天
然型基質を用 い た場合 , ANS, F LS, お よび F N S Iの い ずれの 反応に お い て も水酸化された
安定中間体が検出され ない ため ､ ア ン トシ ア こ ン 生成の鍵とな る 4S/R-2- フラ ベ ン ー3,41 ジオ ー
ル 26/27の生成も, c12, C-3 位の ラジカ ル 的な直接の 不飽和化に よると考えられた (Sche m e
S. a) 8B｡
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しか し, 最近シ ロ イ ヌナズナの ANSIO O･ JOlおよびFL S4T､ ガ ー ベ ラ Ge rbe rahybrida の A N S
51
,
ウ ン シ ュ ウ ミ カ ン CiLru s u12Shiu の FL S
48 など, 様々 な遺伝子組み換え静素と基質ア ナロ グを
用い た広範な解析が行われ , A N Sと F LS は非常に幅広い 基質選択性を持つ こ とが示された｡
これ ら AN Sと FLS は, 全て 2S- N A R4 に対して 反応 し, C13 位a -fac eの水酸化物で ある
2R
,
3S- cLf - D H K 28を優先的 に 生成 した (Sche m e7･E)｡ こ れ ら の 報告 か ら , A N Sに よ る
2R,3S,4S/R-L C D 9/23の酸化 にお い て も､ C-3 a - 水酸化物で ある 2R,4S/R- フ ラ バ ン ー3,3,4- トリ
オ - ル (3,31ge m- ジオ ー ル 29/30) を経由する可能性 が強く示唆され た(Sche m e8･b)｡ 3,3-g - -
ジオ ー ル 29/SOば , その後 c-2, C-3 位か らの自発的脱水, ある い は 2R,4S/R-3- フラボン 4 オ
ー ル (3- ケ トン 31/32) の ケ ト ユ ノ ー ル 互変異性化 を経由 して , 4S/R-2- フ ラ ベ ン ー3,41 ジオ ー
ル 26/27となる機構が予測され た｡ また , C-3 位か らの 脱水素に よる直接の 3- ケトン 31/32
生成も可能な経路で あると考えられた (S d一e m e8- c)｡
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一 方 ､ 近年クロ ー ニ ン グされ たパ セ リ Petn selz
'
n u m cr L
-
spu m
Jの遺伝子組み換え F N S Iを用
い た詳細な基質特異性解析 にお い て , F N SI は ､ 上記 A N S/FLS と異なり比較的厳密な基質お
よび立体選択性を示した ｡ こ の こ とか ら ､ フ ラ ボノイ ド生合成経路の 2- O D Dは , A N S/Fl.S
グル ー プとFNS IJ(F3 H)グル ー プにさ らに分類で きるこ とが示唆された
5l
｡
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第ニ 章 2- オキソグル夕ル 醸依存性ニ原子酸素添加酵素の 酸化反応における酸素原子の取
り込み 102
本章で は ､ フラ ボノイ ド生合成経路の主要な2- ODD である ､ A N S､ FLS､ およびF3 H のin
vitTV 酸化反応に おける ､ 酸素原子の 取り込みに つ い て述べ たo ANS および FL S の酸化反応
により生成 した中間体が水分子の酸素原子を取り込むメ カ ニ ズム ､ さらに その中間体が生成
物となるまで の詳細な機構が解明されたo また ､ 2
-ODD の反応共生成物 s u C 6へ の酸素原
子の導入に つ い て考察した｡
1 . フラボノイ ド分子の酸化と酸素取り込みのメカ ニ ズム
2_ O D Dの酸化反応にお い て ､ 基質の水酸化や不飽和化な どの酸化反応を触媒するFe
lV
- o7
の酸素原子は ､ 分子状酸素に由来する (Schem e2)o ところが ､ 原核生物の 2
- ODD を用い た
酸素の安定同位体 1
8o の取り込み実験にお い て ､ 反応中に分子状酸素由来の酸素原子と溶媒
由来の酸素原子が交換す る可能性が示唆された
103, 1糾
o さらに､ 交換は 托
IV
= o 7上で は なく､
ぉそ らく基質の水素を引き抜 い た中間体の段階で 起こる と推測されて
い るo しかし ､ こ のよ
ぅな交換の程度は酵素によ っ て様々 で あり
105
､ その機構は解明されて い なか っ たo
A N Sの具体的酸化反応 (s 血m e 8) を明らか にす る目的で ､
18o を用 い た取り込み実験を
行っ た｡ 本研究で は ､ A NS だけで なく ､ FLS､ および F3H を用
い た実験も同時に行い ､ 比
較の対象とした｡
具体的に は ､ 分子状酸素 (1
8o2) ある い は水分子 (
18oH2) を生成物 - の酸素供給源とした
反応液中で ､ ペ チ ュ ニ ア の遺伝子阻み換え A N S､ FLSl および F3 Eを用
い た in viqo 酵素反
応を行い ､ 生成物を HPL C- フ ォ トダイ オ
ー ドア レイ検出器 (P DA) 僧堂分析計 (MS) シ ス
テ ム により検出した (Figu re6)o 通常の
16o か らなる フラボノイ ド化合物の マ スク ロ マ トグ
ラ ム と ､ 安定同位体 18o を含む フラボノイ ド化合物の マ ス ク
ロ マ け ラム にお けるピ ー ク面
構を比較し､ 18o の取り込み率を求めた (Table2)o
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酸素の 取り込み に お ける A N S､ FL S, および F3 Eの 比較に より､ 酸化反応プロ セ ス に脚
する以下の知見が得られた｡
(I) F3fI による2S- N A R 4 の酸化に際して ､1 So2/
16o H2環境下で 生成 した2R,3R-LTa tLS- D H K
1后 に は高い礎率で 18o が取り込まれたの に 対し ､ 16o2/
1 8o H2 環境下で は全く取り込ま
れなか っ た (1血ble 2. A)｡ また ､ シ ロ イメ ナズナの ANS およ び FL Sが 2SIN A R 4を
酸化し, 】Bo2由来の酸素原子を取り込んで 2R,3 SI C血I D E K2S を優先的に生成 したとの
結果が , C hristopherJ. Schofield教授の グル ー プ (univ e rsity of Oxford, U K) から我々
と全く独立 に ､ か つ 同時に出され た (s dl e m e7.E)｡ こ れ らの 結果は , C-3 他 に挿入
され た水酸基の酸素原子が分子状酸素に由来する こ とを証明 し､少なくとも2S- N A R 4
に対す るこれら 2- O D D の反応中には ､ FelV= o 7上の酸素原子 ､ あ る い は他の中間体
の酸素原子と水分子との問に交換が起こらな い こ とを示した (S 血e m e9)｡
"o
鯛NA R 4
()H
A NS/FLS/F3H
o2/
1 o` =2:稽古
Fo
‖
0
.
. t8
a
/H 堺
Fe
LI A NS/FLS 2 R3S-dsIJ)FJK 28
F3H2R3R-J 和 nBID H J( 1 占
S dleJ u9. IA C OrP m do A 0( the ow 8en ato mded▼ed from dio野 genhto D ⅡJ(produ cts by N AILo 血 tio h
Red ballsindicalc o xygendo n sdBTiv cd fro 皿d1 0 Xyge n･ Fo rA N SaJId FLS.2 R3S< 由一DIIK 2&p托do m JJ)arcs, whcrc a s払r
Fa n,2 R3R･ q m s- DIIK 16 isfo r m ed e九c)u siy eJy.
(I) 18oJ16oE2環境下にお い て ､ A N S による2R,3S,4 R一 触 n f- LCD23 の酸化で生 じた C Y D
10や､ F LS による 2R,3 R- qa n s- D EQS の酸化で 生じた Q14に は ､
18o が全く取り込ま
れなか っ た (Thble 2･Jl, C)｡ (I) を考慮すると, A N Sお よ ぴ F LS の酸化反応は , C-3
位a -face の水 酎ヒに よる 3,3-ge m - ジオ ー ル 2少/30/33 の生成と ､ 挿入された
1Bo E の選
択的な脱離を伴う可能性が高い と考えられる が , C-3 位に水酸基を持つ 基質の酸化に
お い て は ､ 酸素原子の添加を伴わずに直接 31 ケ トン 31/32/34を生成する可能性も考
えられる ｡ また C-2,C-3位の 直接不飽和化の 可能性も除外する こ とはで きな い ｡
(Ⅰ) 16o2/1-o H2環境下にお い て , A NS による2 R,3 S,4R-Er a fZS-L C D 23 の酸化で生じた CY D
22
10や ､FL Sに よる2 R,3R-tr a m s-D HQ8 の酸化で生じたQ14に ､
18oが取り込まれた(Table
2･B, C)｡ 水分子中の 酸素原子とフ ラボノイ ド分子中の酸素原子との 間に非酵素的な
交換が ほ とん ど観察されなか っ た こ と､ お よび (Ⅰ)(II) の結果を考慮すると ､
18oH2
の酸素原子は ､ A N Sや FLS により生 じた反応中間体の段階で フ ラボノイ ド分子に敬
り込まれる と考え られる o したが っ て ､ 中間体を経ない C
-2, C-3 位の直接不飽和化
が起こ る可能性は低 い ｡
またペ チ ュ ニ ア A NSは ､ 2R,3RJra n s
-DHQ 8 を Q 14 に変換する FLS 活性を強く示し (デ
ー タ非提示)､ A N Sと FL Sが同 一 の反応を触媒する酵素で あるこ とを裏付けた o 以上の結果
か ら､ 2R,3S,4S/R- LCD 9/23､ ある い は 2 R,3R
-tr am s- D HQ 8 に対する A N SおよぴFLS の酸化反
応は ､ C-3 蜘 -fa c e の水酸化に よる 3,31ge m:} オ
ー ル 29/30/33の生成であり､ 挿入された水
酸基が立体特異的に脱離して生じる 3-ケト ン 31/32/34との平衡化の過程で水分子
が取り込ま
れる機構が示唆された (以下参照)0
2 R,3S,4S/R-L C D 9/23や 2 R,3 RJra ns-DHQ 8 は C
-3 位にβ-水酸基を持つ ため ､ これら基質の
c_3 位α -fac eが水酸化されて生じる 3,3-gem :} オ
ー ル 29/30/33の C-3 β-水酸基は､ そのまま
基質に由尭する (Sche m elO･Ⅰ). すなわち､ C-3位水酸基の立体逆転は起こらな い とみなすo
一 方､ α - 水酸基は Fe
lV
= o 7に由来するため ､ 活性中心 の鉄原子に配位 ､ ある い は近接 して
い るこ とが由待される ｡ 最近報告され たシ ロ イ メ ナズ ナ A N Sの 結晶構造解析に お
い ても､
予想される中間体 3,3-ge m- ジオ
ー ル 33 の C-3 α - 水酸基が活性中心の 鉄原子に近接して u る
ことが示唆された l鵬. 鉄原子は Le wis 酸として機能し､ 配位ある い は近接し
て いるa -水酸基
の 立体選択的な脱離 を促進して 3- ケ ト ン 31/32/4 を生 成す る (Sche
m e lO･ Ⅲ)o ま た ､
2 R,3S,4S/R-L CD 9/23あるい は 2 R,3R- ”a n s
-DHQ 8 から､ 直接 3 - ン 31/32/34 が生成する可
能性も残されて い る (Schem e10-i). この 3- ケ け 31/32/4 に対して C
-3 位のβ-fac e から水
が付加した場合 ､ 再び 3,3-ge m一 ジオ
ー ル 29/30/33 を生じ ると考えられ る (Schem elO･ ⅡI)o
こ のとき､ α -face に存在する鉄原子､ あるい は鉄に結合した水分子が Lewi
s酸として機能し､
β-fac eか らの水の 付加を助けるo
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以上の ような平衡化の 過程で 18o H2 由来の酸素原子が生成物に取り込まれ るた め , 水分子
による ` 8o 置換の程度は これ ら中間体の寿命に 依存す ると考えられる (Tb ble2)o
2 . 中同体の運命と生成物の 多様性
本章 に お い て 分析 に用 い た ⅡPL C-P D A- M S は, 酵素反応 によ り生成 した複数の 化合物を
網羅的に同時解析する こ とが可能で ある ｡ ペ チ ュ ニ ア A N S による 2R,3S,4R-tTa n S- LCD 23 のl
'
72
v J
･
L7 D酸化反応にお い て ､ 予想された生成物 c y D IOだけで なく , 2R,3SICLs -D EQ35や Q14も
生成して い る こ とが確認さ れた (Figu 托 6)o そ して , こ れらに も
1 8o H2 の酸素原子が取り込
まれて い た (1血ble 3)｡ 意外なこ とに ､ A N S の主生成物で あると期待された C Y D IOよりも
Q 14 や 2 R,3Sゼ 由一 D HQ 35がより多く生成 したが, 実は シ ロ イ ヌ ナズナ A N Sを用 い たin vk,D
の 反応 に お い て も類似 した結果が 報告き れ て い る 10 0｡ つ ま り ､ 少な く と も in vitn l で
2R
,
3 S
,
4R- qa 'Ll- LC D 23を基質と した場合, A N S の酸化反応によ っ て 複数の化合物が生 じ, し
かも CY DIO は主生成物に ならない こ とが確認されたc こ の ような生成物の 多 離 が生じた
事実は ､ A N Sによる反応生成物が不安定な中間体で あるこ とを裏付けた (Sche m e10).
T且blc3. V打iety orprodllCtS b zn ed bo n 伽 I LCD by ▲N S･
Data ar c m caJ H altlCSL OftriplicateiJtC ub8tio n s ±S･D･ R&t10 Sfo rthc a m otlnOfe a chpr odLICta m als o8ho y I,･ T he ex actsite of
180in co rtKIralio n w as rLOldetemin ed･
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ペ チ ュ ニ ア A N Sが 2R,3R-qa n s-DfIQ S を Q 14 に変換す る FLS活性 を示した こ とや ､
2凡3SAR-L'anS -L C D23 の四電子酸化物で ある Q 14へ の
1℃ 取り込みが ､ 二 電子敢化物で ある
2R,3S-cis- D EQ 35 へ の取り込 みより高い確率で 起こ つ たこ とか ら, Q 14が A N S による二重
敢化物で あるこ と が示唆された｡ 水分子の 18o を取り込んだ中間件 3,31ge m- ジオ ー ル 29/30
あるい は 3_ケ トン 31/32が様々 な化合物 へ と変換されて い く機構を考察した (次貢参照)｡
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A N S(ある い は FL S) に よる 2R,3S,4S/R-L C D少/23 の酸化反応に お い て 生じた 3,3-ge m- ジ
オ ー ル 29/30は､ その後 の脱水に 二 つ の可能性を持 つ ｡ すなわ ち, c-2 位の 水素脱離を伴う
脱水で は､ 4S/R-2- フラ ベ ン ー3,斗ジオ ー ル 26/27を生じ (Schem ell-I)､ C-4 位の水素原子の 脱
離を伴う脱水で は ､ 2R13- フラ ベ ン ー3,4:} オー ル 3丘を生 じる (Sche m ell-i)｡ この とき､ C-3
位水酸基 の脱 離は , 鉄 原子の 1.ewis 酸 的機 能に よ りa -fa cc選択的 に 起 こ る と考 え られ る
(scheJn e10)｡ また､ これら 3,41 ジオ ー ル 26/27, 36 は､ 3,3-ge m - ジオ ー ル 29/30と平衡化し
て い る 3_ケ トン 31/32の互変異性化に よ っ て生成す る可能性もある｡ 4S/R121 フラ ベ ン ー3,4- ジ
オ ー ル 26/27は ､ その後の酸性条件下で C Y D 10となり (sche me 111II､ Schem e6), 2R-3- フ
ラ ベ ン ー3
,
4- ジオ ー ル 3丘は, その 互変異性体で ある2R,3 S- c由一D EQ35ある い は2R,3 R- 触 nSI DtlQ
8 とな る ｡ こ の互変異性化が酵素上 ､ すなわちa -fa c e に鉄原子が存在す る環境で起こ つ た場
合は , 2R,3SI CL'I DIIQ 35 が立体特異的に生成 し (Sche me ll･Li)､ 酵素外で 起 こ つ た場合は ､
熱力学的に 安定な 2R,3R- qa nLf- DrfQ S が使先的に生成すると考察される (Schem e11･ih
'
)｡ 続
い て ､ 2R,3R-tn n s- D HQ8 は､ A N Sによる 二度目の酸化を受けて Q14となる (S dlen el1･Lv).
4S/R_2_ フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 26/27 の C-3位 ､ ま たは C 4位の再酸化に よ っ て Q 14が生成す
る可能性もあるが (Sche m e11･IIT)､ 二重に
18o 置換された Q 14 が検出されなか っ たこ とか
ら (デ ー タ非提示)､ c-4 位酸化の場合は水分子からの
-℃ の取り込 みは起こ らな い と考えら
れる｡
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また ､ C Y DIO は2 R,3S- cis
- DBQ 35と比較して 高い確率で
lSo 置換されて い たこ とから
(Table 3)､ C Y D IO の前駆中間体 4S/R-2 - フ ラベ ン
ー3
,
4- ジオ - 'レ 26/27 の寿命は ､ 2R-3- フラ
ベ ン ー3,4- ジオ
ー ル 36 より長い と判断でき るo 2R-3- フラベ ン -3,¢ジオ
ー ル 36は反応液中で容
易に 細 S-/cis - DHQ 8/35へ 互変異を起こ し安定化され るの に対し､ 4S/R
-2- フ ラ ベ ン -3,4:}オ
_ ル 26/27は酸性環境に おかれ るまで C Y D IOに変化で きず､ その間3,3
-ge m- ジオ
ー ル 29/30
や3- ケト ン 31/32と平衡状態にあると考えられるため ､ この結果は妥当で あるo
も っ とも､ in viv o で は A N Sに よ っ て生じた中間体がすぐに次の生合成酵素 3 GT
へ と受け
渡され ､ その グル コ シ ル化によ っ て 安定化される と考えられる (Sche m e6)o その場合は ､ in
v 加 で 観察された ような多様性が生じず､ ア ン トシ ア ニ ン色素の生合成 が効率よく行われる
ことが期待される ｡ や は り A N Sと 3 G T は酵素複合体を形成して お り､ 中間体は放出されな
い ので は ない だろうか ｡
一 方､ FLS(ある い は A N S) による 2R,3R-tr a m s-D tlQ 8 の酸化反応で生じ た 3,3
-ge m
:}
オ ー ル 33 が脱水する場合は ､ C-2 位水素の脱離の みが可能で あるため ､ 生成物 は q 14 に限
定され る (Sche m e12)o 3,3-ge m:} オー ル 33は 3-ケトン 34と平衡化して い る と考えられる
が､3サ トン の互変異性化によ っ ても Q14 のみが生成するo この反応は2 R,3 S,4R
-tr am s-L C D 23
の酸化と異なり､ 出発物質 と生成物が
一 対 一 で効率よく行われるため ､ in viv o にお い ても同
様のメカ ニ ズム で生合成がなされて い るこ とが期待される o
○
H
.
.
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Q H
I 2R
0
3,3-ge 称･dio1 3
敬
○
.
.
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0
3_ketone3 4
ーH20(C-2′3)
o rlc)ulo me riz⊂州on
s
in:H
Q14
sche m e12. For m ation ofQfro m3,3･ge m･ dioland/or3･ketone･
Blu eb allsindic ate o xy gen ato m sderiv ed fr o m
w ater m olec ule･
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以上に述べ て きたように ､ A NS およぴ FLS の酸化反応は ､ C-3 位a -fa ceの水酸化を経るこ
とが示唆ざれた . ただ し､ C-3 位β-fa c eに水酸基 が存在する場合は ､ 直接 3サ トン を生成す
る可能性もある (Schem e 10)｡
一 方､ F3 Hは同じ C-3 位に対しβ-fa c eの水酸化を触媒する酵
素で ある こ とか ら (Schem e 9), フ ラボノ イ ド生合成経路に存在する 2
-ODD のうち､ ANS
ぉよび F LS は C-3 α - 水酸化酵素グル
ー プ､ F3H (および F N S I) は C-3 β一水酸化酵素グル ー
プ､ と分類する こ とが可能で あると考えられる｡
28
3. コ ハ ク醗 へ の 酸素添加
2- O D D反応にお い て必ず生成する SU C 一 に は､ 02 由来の酸素原子が取り込まれる反応機
構 が 一 般的に認め られて いる (Schetne 2･B)｡ 原核成物の 2 D D Dを用 い た
1℃ の取り込み実
験に お い て , 1Bo2由来の酸素原子 が SUC 6へ 90%以上の確率で取り込 まれ たとの報告もされ
て いる 1 07｡
しか しながら､ 本研究に お い て いずれの酵素を用 い た場合に も , 18o2 の 酸素原子は S U C 6
へ 取り込まれず､ 18o H2 の酸素原子が取り込 まれ た (恥ble 4)o 二 重の
I℃ 置換が観察されず
(デ ー タ弗提示)､ 非辞素的な交換との差 も明白で あ っ た こ とか ら, SU C 6が鉄原子 へ 配位
して い る反応過程で 水分子と の交換 が起 こ ると考えられ た｡ その 想定され る メ カ ニ ズム に つ
い て は , 稔合考案の部で述べ た ｡
水との 交換が高 い確率で観察きれた こ とか ら､ s u c 6 はその 生成後す ぐに酵素か ら放れる
の でさまなく ､ 基質の酸化反応中に も活性部位に留 ま っ て い る こ とが示唆され た｡ す なわ ち,
基質の 酸化反応に際して何らかの役割を担っ て い る可能性が考 えられる｡
TAble 4. hc o rpor atio n oI
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1JO E2C O E[ditJO nWithrespe cLiye e nzymes･ b ta aJV rn e aJI Y aluc s ofbiplicde
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簾三章 3-デオキシアン トシア ニ ジンの生合成機構
本章で は ､ 色素として 3-デオキシ ア ン トシ ア
ニ ジン (e･g･ 12) の配糖体 を蓄積する､ 南楽
座の植物ジニ ン ギア Sin ningia c wdinalisA
,ら単離されたAN Sの生化学的解析に つ い て述べ たo
3_デオキシ ロ イ コ ア ン トシ アニ ジン (e･g･ 13) に対す る AN S反応のメカ
ニ ズムを考察したo
遺伝子組み換えジ ニ ン ギア A N Sおよびペ チ ュ ニ ア A NS は､
tげ れ も 2- O G5､ 二価鉄イ
オン ､ アス コ ル ビ ン酸の 存在下 2S,4S- cis
- A PF 37 を酸化 し､ その後の酸性条件下で有色の フ
ラ ビリウムカチオ ン型 A G D 12を生成した(Table5
･A)o こ の とき ､2S- NA R4 や 2R,3S- cis- D H K
2 臥 A P G15などは検出されなか っ たo また ､ ジ ニ ンギア A N S
は ､ ペ チ ュ ニ ア A N Sと全く
同様に 2 R,3S,4R-tra ms-L C D23か らC YDIO､2R,3 S
- cis -DHQ35､ お よびQ14 を生じ(Table5･B)1
2 R,3R-I,a n s- DHQS からQ14 を生成した (Table5
･ C)o
Table5. Substr atesandpr odtlCtSfor med by Petu nia orSim
ingia ANS･
peakare a v alu es w ere obtain edo n m as. chro m atogra m
s･
Substrc)te
(A) Cis-A PF31
ProducI
I
I将
B A G D12
…式;滑
8
En zym e
Pelu nto A NS
Stn nlngtcIA NS
peclkc)reel/TABPr OIeln
仙 .OxlO4
41.5x1 04
O H
(a) t,O n S-LCD23 毛
i
(c) 1ro n s-DHQ8 t
I
○
皇4R
a)”
○
3S
O H
3R
CY D10
c l
'
s- D H Q3S
Q 14
泳H.
節
称H
Q14
抑H
pelLln]o A NS
S]n nlngEo A NS
Pelu ntcIA N S
Stn nlngto AN S
pelLJ nlo A N S
Sln nFngLo A N S
PelL) ntCIA N S
SEnntngto A N S
8.4x104
2.2x1 04
1i.ox104
ふ.9x lO4
10.1xlO4
3 x^lO4
39.Oxl oヰ
ll.7x lO4
以上の in viqo 反応す べ て に お い て ､ ジ ニ ン ギア A NS
に 2S･4S-cis -A PF 37へ 特化した基質
選択性は観察されなか っ たo ジ ニ ンギア A NS の ア ミ
ノ酸配列は ､ ペ チ ュ ニ ア AN Sや シ ロ イ
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メ ナズ ナ AN Sと相同性が高く (60-70%), 活性部位を形成する ア ミノ 酸残基も完全に保存
されて い るため , こ の結果は妥当で あ ると考えられる ｡ つ ま り, ペ チ ュ ニ ア ANS とジ ニ ン
ギア ANS の 間に機能的な差 は なく , A N Sが 3-デオキシ体の軟化反応をも触媒するこ とが証
明された ｡
これ らの 結果をもとに ､ 2S,4R/S-A PF 13/37 に対 する ANS の反応機構を考察した ｡ まず､
2S
,
4R/S- AP F 13/37 の C-3 a - 水素原子がラジ か レ的に引き抜かれる (Schem e131Ⅰ)｡ その 後の
経路に は 二 つ の可能性が あるが ､ C13 位水酸化 (ScheJn e131ⅠⅠ) とそれ に続く C-2, C-3 位か
らの ANS による選択的な脱水(S dle m e13 JII)､ あるい は直接の C-2, C-3位不飽和化(sche me
13.l
.
i) に よ っ て ､ い ずれ も 2- フラベ ン4 - オ - ル 38/39が生成する と推測ざれる ｡ 2- フラ ベ ン ー
4_ オ ー ル 3S/39 は A GD 1 2 のシ ュ ー ド塩基型であり､ 酸性条件下で フ ラ ビ 1) ウム カチオン 型
ヰG D 12 に封ヒする と考えられる ｡ 2R･3S･4R-Er a W- LCD 23 の酎ヒの 場合と異なり, 生成物の
多様性が見られ なか っ たこ とか ら､ 水酸化を経た場合で も c-3, C･4 位からの 脱水 は起こ らな
い と推甜される ｡
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iJ )H K 2S
2S,4S-cis- AP F37 の C
-3 a -水酸化による直接の反応中間体は ､ 2R,3R,4R-cis -LPD 40 であり､
連続した脱水が起こ らずに反応液中に放出された分子が存在す
る可能性が ある｡ また ､ シ ロ
ィヌ ナズナ AN S によ る 2S-NAR 4 の酸化で は ､ α
- 水酸化物だ けでなくβ-水酸化物も生成して
ぉり101､反応の類似性を考慮する と2S,4S- cis -APF 37 のC
-3P-水酸化による2R,3 S,4R-tr a m s
-LPD
24 の生成も起こ っ て い る可髄性が考えられる (Sche me 13
･i)o しかし､ ロ イ コ ア ン トシ ア ニ
ジン (e.g. 9, 23, 24, 40) は = PLC によ っ て 検出するの が困難である
こ とが経験的に知られて
おり､ 本研究におい て も検出で きなか っ た ｡
2R,3R,4 R- cis - L PD 40 は ､ C
-3 位に関して も天然型と異なる異性体であるため､ A N S の基質
にならない と考えられる . しか し､ 2R,3S,4 Rh an S- L PD 24 が反応液中に存在するなら
ば､ A NS
による酸化を受けて P GD 18が生成すると期待される (Schem e 13･ii)o にもか か わらず､ 本
研究に お い て その生成は全く見られなか っ た o つ まり､ 反応液中に 2R･3S,4
R-tr a m s-LP D24 が
存在しない と判断で きる｡
これ らの結果か ら ､ AN S による 2S,4 R/S- A P F13/3 7 の酸化反応は ､ 水酸化
を経な い 経路
(sche me 13･ii) で あるか ､ 水酸化を経た として も必ずその後に連続し
て C-2, C-3 位か らの
脱水が起こり､ 中間体は
一 切放出されなし)と考えられる｡
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第二部 A =Sの結晶構造に基づいた量子化学計算による反応機構解析
第二部で は ､ 分子動力学計算を用 い た A N S
一基質複合体の生体内に おける構造の予測と､
そこ で 起こ りうる反応に 付随する エ ネル ギ
ー の量子化学計算 に つ い て 述べ たo 生体内で の
A NS反応に は複数の 可能性があり､ ア ン トシ ア ニ ン 色素の生成
へ と つ なが る反応ほ副反応
にすぎな い こ とが示唆された｡
1 . 酵素基質複合体の生体内構造予測
近年､ シ ロ イ ヌナズナ AN S のX 線結晶構造が解明され､ 2 R･3R
-tr a m s-D HQ 8 を基質とした
場合の酸化反応前後の構造がタン パ ク質デ
ー タバ ン ク (PDB) に登録された
100
o
このうち ､
2R,3R-tr a m s- D HQ S の酸化反応後の構造(P DB c ode: 1gp6) を基に ､ モ デリ
ン グソ フ トにより
い く つ か の 変更を加えた｡ すなわち ､ まず活性部位にニ分子存在す る
こ とが明らか とな っ て
い た基質を共に天然型 の 2R,3S,4S-cis- LCD 9 へ 変更したo さ らに ､ 鉄原子
に配位して い た水
酸基(Fell1 0 H) を活性状態の Fe
IV
= o 7 とし､ 結晶構造に お い て 2- (N- モ ル フ ォリ ノ) エ タ
ンス ル ホ ン酸 (MES) が 占めて い た位置を､ ア ス コ ル ビン酸で置換した (Figure7)｡
統い て ､ Ga u sia n 98プロ グラ ムを用い た量子化学計算 により､ 鉄原子
に 配位 して い る ヒ
ス チジ ン 二分子とア ス パ ラギン酸 ､ およびsu C 6 の点電荷を正確に求めた (F
ist - 8)o
作製したモ デル に対 し､ Amber
r7･0 プロ グラム による分子動力学計算 (MD) を行 っ た｡ 生
体温度 300ケル ビン にお ける 100ピ コ 秒の MD シ ミ ュ -
シ ョ ン のうち ､ 最終 5 ピ コ 秒間の
平均構造を生体内に お ける酵素基質複合体の構造とした (Figu n 9)o 酸化反応
の中心となる
FeIV= o 7 の酸素原子と基質の C-3 位お よび c-4 位の水素原子との距離
は ､ それぞれ 3･93オン
グス トロ ー ム ､ 3.05オ ン グス トロ
ー ム となり､ 予想に反して C-4 位の酸化が有利である こ と
が示唆された ｡
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2 . 酸化反応におけるエ ネルギ ー 推移
分子動力学計算に より得られ た構造 (FigtLre9) か ら活性部位 を抽出して , 量子化学計算
の 出発モ デル とし, A N Sの酸化反応 (scheJne 8･b, c) を計算にて シミ ュ レ ー トする ことを試
み た｡
まず､ 反応の第 一 段 階と して ､ 2R,3S,4S-cisI LCD タ (①) の C-3 位および c-4 位の水素原子
が FeIV; o 7 の酸素原子に 引き抜か れる際の エ ネル ギ ー 推移を計算したo C13 反応､ c-4 反応
■
▲
とも に , 水素の 引き抜きに より生 じた中間体 (②お よ ぴ⑦) の エ ネ ル ギ ー 極小化構造が得ら
れた (Fip rc 10). こ の 反応がラ ジカ ル的 に起 こ つ たの か ､ ある い はイ オ ン 的に起 こ つ たの
か を検証した ところ , 中間体全体の 電荷は出発物質と比べ て 変化がな か っ たの に対し､ ス ピ
ン の値は 変化 して い た (デ ー タ非提示)｡ す なわち ､ こ の 引き獲き反応が ラ ジカ ル 的 に起 こ
る こと が示唆され た｡
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続 い て ､ 水素原子の引き抜きに より鉄原子上 に生 じた水酸基をラジカル 中間体に 付加させ
るベ く , 水酸基の酸素原子を移動させ なが ら エ ネル ギ ー の 極小 な構造 を探した とこ ろ , C-3
反応, c4 反応と もに ､ ラジカ ル 中間体の 水酸基上 の水素原子が移動させ た酸素原子に引き
抜かれ ､ 水分子と3/4- ケトン 31/8が生成した｡ つ まり, ラ ジカ ル 中間体に続く反応中間体は ､
ge m- ジオ
ー ル (e.g. 29) で はなく 3/4-ケ トン 31/S である こ とが示唆された (Schem e 8･c)｡ そ
こで ､ C13､ C 4 ラジカ ル中間体 (②およぴ⑦) か らの 3/41 ケトン 31/8(③および⑧) 生成を
第二 段階として , エ ネルギ ー の 遷移を求めた (Figur ell)｡
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続い て ､ 31 ケ ト ン 31 のケ ト エ ノ ー ル互変異性化に よる 4 S-2- フ ラベ ン ー3,4-}オ ー ル 26生
成 を計算にて シ ミ ュ レ ー トしたとこ ろ､ こ の間の 活性化 エ ネ ル ギ ー 障壁は 60kcal/m ol 以上 で
あ っ た (デ ー タ非提示)｡ つ まり, こ の 互変異性化が起こ りえな い こ とが示唆され た｡ そ こ
で ､ 第三艮階で は ､ 3/4- ケト ン構造 31/8(③およ び⑧) か らス タ ー トし, 鉄原子上 に生 成し
た水分子がカル ポ ニ ル基の 根元の炭素原子に付加して い く過程をシ ミ ュ レ ー トした ｡まずc-3
反応に おい て は , その過程で S U C 6 の構造が変化した (㊨)｡ 構造変化を起こ した S U C 6は
水分子 の水素原子をプロ ト ン と して受け取り､ 残 っ た水酸化物ア ニ オ ン が C-3 位の炭素に付
加 した構造 (㊨) が得られた (FigtLre12)｡ 一 方 , c 4 反応に お い て は , ポテ ン シ ャ ル エ ネ
ル ギ ー の極小 な構造を得る ことがで きず, こ の反応が起 こ らない こ とが示唆された ｡
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c-3 反応に おい て は ､ 引き続い て S U C 丘 に保持きれて い た プロ トン を C-3 位のカ ル ポ ニ ル
酸素に戻し､ 33-ge m- ジオ ー ル 29 の極小化構造 (㊨) を得た (Fip re13)｡
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量子化学計算に よ っ て 求め られた各段階にお けるポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー の推移を ､ 次の
ようなダイ ア グラムに まとめ た (Figt) re14)｡ C-3位の酸化反応で は ､ まず2 R,3S,4S-Gis-L CD9
①から水素原子が引き抜かれて 3-ラ ジカル 中間体②が生 じ, きら に C-3 水酸基の水素も脱離
して 3_ ケトン 31③と水分子が生 じる｡ 続 いて , 鉄原子に配任 して い る S U C 占が構造変化を
起こ して水分子か らプロ トン を受け取り④､ 生 じた水酸化物ア ニ オン が C-3位に付加する⑧｡
s u e 6に保持されて い た プロ トン が C-3 のカ ル ポこ ル酸素 へ 戻り､ 33-ge m- ジオ ー ル 29が生
成する⑥｡ 一 方, c 4位の酸化に お い て も ､ まず c-4 水素原子の引き抜きによ る 4- ラジカ ル
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中間体⑦, さら に C4 水酸基 の水素も脱離 した 4- ケ ト ン⑧ が生成 する が , これ は 安定 な
2R,3R-tn zn s- DIIQ8 であるた め, これ以降の反応は起こ らな い ｡
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計算の 結果､ c-3 位 , c 4位 どち らの 酸化反応も可能であるもの の , 少なく とも 33-ge m-
ジオ + ル 29 の生成ま で は C-4 位の酸化による 2R,3R-tra ILr- DHQ S の生成が エ ネル ギ ー 的に有
利でぁる こ とが示された ｡ す なわち､ C 4位の 酸化反応は生 体内で も優先的に起 こ っ て い る
と考 えられ ､ CY D IOおよ ぴそ の先の ア ン トシ ア こ ン 色素生成 ヘ と続く c-3 位の酸化が副反
応にすぎない 可能性が示唆され た｡
また , これまで 2- O DD 酸化反応の第 一 便階で生 じる S U C 6 は単なる副産物で あり､ その
後の基質酸化 に際して何の 関与もしない と考え られて きたが ､ 量子化学計算を用 い た反応機
構の解析に よ っ て , S U C 広が基質の酸化反応にお い て重要な役割 を担う ことが示唆された ｡
総合考察 アン トシア ニ ジン合成酵素の関与する反応の全容
ごく最近､ 天然型の 2 R,3S,4S- cis -LCD 9 を用い たシ ロ イ メ ナズナ AN S のin vit,D 反応解析
が行われ ､ 予想外の結果が得られた ｡ すなわち ､ 反応生成物の実に 85% がq 14 で あり､ 期
待された生成物 c yDIO はほとん ど得られなか っ たの で ある. また ､ 同じシ ロ イ ヌナズナ A N S
による 2R,3S,4R-i, a n s- LC D 23の酸化で は ､ 全く異なる生成物プロ フ ァイ ル となっ た
1鋸
o
こ
れまで ､ 基質 c-4位の立体構造は ､ 反応溶液中で容易に変化すると考えられて い たが
75, 9 6･97
､
この結果か ら､ C-4 位の 立体配置は反応中に も保持され ､ 生成物の プ ロ フ ァイ ル に大きく影
響する こ とが明 らか とな っ た ｡ つ まり､ A NS はC-4 位の 立体 に関わ らずロ イ コ ア ン トシ ア
ニ ジン (e.g. , 9, 23, 24) を基質として酸化するが､ その最終産物は C-4 位の 立体配置によ っ
て 変化する｡ 本研究にお い て も ､ 2R,3SAR-tra m s- LCD 23を用い た生化学的実験による生成物
プロ フ ァイ ル と 2R,3 S,4S-cis-L C D 9をモ デル に用い た量子化学計算に よる予想生成物プロ フ
ァイ ル は異な っ て おり､ シ ロ イ ヌ ナズナ AN Sの実験結果とよく
一 致 して い た｡ そ こで ､ 出
発物質の C-4位立体配置が生成物に対しどのように影響するの かを総合的に考察した｡
まず､ in viv o にお い て 実際に起 こ っ て い る と推測される､ 2R･3S･4S
-cis-L CD 9 を基質とし
た反応を Scheme 14 にまとめた. この場合は ､ C-4 位の酸化によ る 2R,3R
-tr a m s- DHQ 8 の生
成が優先される と考えられ る (14･I)o 量子化学計算の結果から､ C
-4 位の酸化で は 4,4-ge m-
ジオ ー ルが生成しない こ とが示唆された が ､ これ は C-4 位に
18o の取り込みが起こ らなか っ
た実験の結果と 一 致した ｡ 生じた2 R,3R-tr a m s- DHQ8 は再びA N S によ る C
-3位の酸化を受け､
こ の場合は 3-ケトン 34 と3,3-ge m :} オ- ル 33の平衡化の過程で水分子を取り込み､ Q 14と
なる (14･ Ⅲ)o 一 方､ 基質 c-3位の酸化も副反応的ながら起こり(14･i)､ 3
- ケ トン 31､ 3,3-ge m-
ジオ - ,レ 29を経て水分子が取り込まれる (14･ii). 2R,3S,4S- cis
-LCD 9 に由来する 3,3-ge m:}
オ ー ル 29の C-2, C-4 位水素原子の立体配置は ､ それぞれ ア キシ ヤ ル ､
エ クア トリアル とな
っ て おり､ C-2, C-3 位の脱水に よる 4S-2- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ
ー ル 26が優先的に生成ざれる
(14･iii) 1W . 4S-2- フラ ベ ン ー3,小 ジオ
ー ル 26 は､ in viv o に存在すると期待される 3 GT によ っ
て C_3 位が グル コ シ ル化され､ その後の液胞 へ の輸送によ っ て C3 G llとなるが (1 仙)､ 活
性部位にと どま っ て さらに A NSによる酸化を受けた場合は ､ やはり Q 14 を生じる
と考えら
れる (14･ v, vi)o 以上 に述べ たように ､ 2R,3S,4S- cis
- LC D 9を基質とした場合の生合成の流れ
は ､ 大部分が Q14へ 向か っ て い る｡
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また, 近年 A N R の基質が ア ン ト シ ア ニ ジン (e.g. 1 0, 18, 19) で ある こ とが明ら かに され
たが 60, A N Rの生合成も A NS や 3 GT と同様に中性の細胞質で 行われると考えられるため ,
ア ン トシ ア ニ ジン の シ ュ ー ド塩基で ある 4S121 フ ラ ベ ン 13,41 ジオ ー ル 26 は､ A NR の基質とし
て エ ビカテキン 22の 生合成に使われる可能性も十分に考えられ る (14･ vii)｡
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次 に ､ 非天然型基質 2R,3S,4RIL71a n S- LCD 23を基質とした it ”itn' の反応を Schem e 15 にま
とめ 允. 2R,3S,4 RILT a n S- LC D 23 の C14 位a -fa ce に は水酸基が存在し, これが鉄原子の方向 へ
向い て い るため に ､ こ の場合は FeⅣ = 0 7 による C-4 位の水素原子引き抜き が起 こ りにく い と
報告されて い る 1` 洛｡ つ まり､ c13 位酸化が優先的に起こ る と考えられる (151I)｡ 生じた 3- ケ
トン 32 は ､ 3,3-ge m- ジオ
ー ル 30と平衡化する間に水分子由来の酸素原子 を取り込 む(15･ⅠⅠ)｡
この場合の 3,3-ge m- ジオ ー ル 30 は, C-2, C-4 位と もに ア キシ ヤ ル配置となる水素原子をもつ
ため ､ C-2, C-3位ある い は C-3,C-4位 どちらか らの脱水も可能で あると考えられる
10B
｡ c-2,
c_3位の 脱水で生 じた 4 R-2- フ ラベ ン ー3,41 ジオ ー ル 27 は(15･ ⅡⅠ), その後の 酸性条件下で CY D
IOとなるか (15.IV), さ らに酸化されて Q 14となる (151V)｡ C13, C-4 位からの脱水で生t:
た2R13- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 36 は(15･l
'
h
'
)､ その互変異性体で ある 2R3S- c由一 D HQ35(151iy),
あるい は 2R
,
3R-tr a m s-D HQ8 となる (15･ v). うち 2 R3R-Era n s- D EQS はさらに酸化されて Q14
が生成され る (15･ vi)｡
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こ れまで , 2-O D D酸化反応の第 一 段階で生 じる S U C 6は , 活性種 FeIV= o 7を作り出すた
め の 副産 物に過 ぎず, その 後の基質酸化 に際して 何の関与も しな い と考え られて きた｡ しか
し, 本研究に おける量子化学計算に よ っ て ､ SUC 6が基質の酸化に重要な役割を担っ て い る
可能性が示唆され た (Fip re 12). また
】8o の取り込 み実験 の結果か ら, s u c 一がその生成
後も活性部位に 留ま り､ 水分子の 酸素原子 との 間に交換 が行わ れ る こ とが明 ら か とな っ た
(% ble 4)｡ 水との交換が起 こるメ カ ニ ズ ムは ､ 第 一 部第二 章で述べ た 3-ケ トン (e.a. 31, 32,
34) へ の水分子由来酸素原子の 取り込 みと同様 に ､ Le wis 酸 として機能す る鉄原子によ り求
電子 的とな っ た S U C 后 の カル ポニ ル基板元の炭素原子に対する , 水分子 の求核攻撃によると
考えられ る (Sche m el后).
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天然に おい て ､ 2R,3R-tr a t LS- ジヒ ドロ フラ ボノ ー ル (e.g. 8, 1占, 17) は , D F Rと NAD P Eに
よ っ て C-4 位の 還元を受けて 2 R,3S.4 SI CLs- ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン (e.g. 9) となり､ A NSに
よ っ て再 び教化され る ｡ 本研究に より､ 2R,3S,4SI Cis - ロ イ コ ア ン ト シ ア ニ ジ ン (e.g. タ) の 一
部は C-3 位の酸化によ っ て生合成経路の先 , つ まり色素形成 へ と進むもの の ､ 大部分は DFR
に よ っ て 還元された C 4位が再び酸化され , 2 R,3R-tr a m s- ジ ヒ ドロ フ ラボノ ー ル(e.g. 8,1丘,17)
に戻 っ て しまう こと が示唆された ｡ 実際に この ような反応が起 こ っ て い るの で あれ ば , 植物
に と っ て は N A D PH と 2-OG 5､ お よび分子状酸素の無駄遣 い で あると考えられる . 他に もっ
と効率の良い 経路さまない の だろうか ｡
そもそも, D F R の基質となる 2R,3R-tra rL f- ジヒ ドロ フラポノ ー ル (e.g. a, 1石, 17) は ､ 実
は ANS の直接の生成物 4S12- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 26と異性体 の 関係に ある ｡ つ ま り,
2R
,
3R-LT a n S- ジ ヒ ドロ フ ラボノ ー ル (e.g. 8. 16, 17) か ら 2R-3- フ ラ ベ ン 13,4- ジオ ー ル 36.
2R,4S/R-3- ケト ン 31/32､ そ して 4S-2- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 26, とい う経路で 互変異任化を
繰り返 して い く ことにより, DF Rと A N S のス テ ッ プを回避で きると考えられ る(ScheJne17)
9
｡ しか しなが ら, 本研究に お ける量子化学計算の 結果､ こ れ らの ス テ ッ プの うち少なく と
も 2R,4S/R-3- ケ トン 31/32 から 4 S-2- フ ラベ ン ー3,4- ジオ ー ル 26 の互変異性化 は ､ エ ネル ギ ー
的に不可能で あるこ とが示された ｡ す なわち この バ イ パ ス は存在 し得ない ｡ 植物は , D F Rと
A N Sの 二 つ の酵素を用 い ､ N A D PIlと 2-O G 5, そして分子状酸素を消費しなが ら, エ ネルギ
ー 的に不利な 2R,3RILr an s- ジ ヒ ドロ フ ラ ボノ ー ル (e.a. 8, 1后, 17) か ら 4S-2- フ ラ ベ ン ー3,4:>
'
オ
ー ル 2占へ の異性化を巧み に乗り越 えて い るの で ある ｡
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そして ､ おそらく A N S は FLS に起源す るの で はな い だろうか o 天然における 札S の基質
2R,3R-tra肝 ジヒ ドロ フ ラボノ
ー ル (e･g･ 8, 16, 17) は 4- ケト ン体であるため ､ C-4位がさらに
酸化されて しまう可能性は ない o そのため ､ FLS は特に C
-4 位の立体選択性を持たなv
‾ゝと考
ぇられ るo また ､ D F R産物で ある 2R,3S,4S- cis - ロ イ コ ア ン トシ ア
ニ ジン (e･g･ 9) は ､ カテキ
ン 生合成の 前駆体 として ､ ア ン トシ ア ニ ン色素の生合成が行われるように なる以前から存在
して い た可能性 がある o この 2 R,3S,4S- cis- ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン (e･g･ 9)
に対して 偶発的
に FLS が反応して C-2, C-3 位の不飽和化された 4S12- フラ ベ ン
ー3
,
4:} オー ル 26 が生じ ､ さら
に本来フ ラボノ ー ル を基質として い た 3 0T によ っ て グル コ シ ル化されて 安定な中間体
とし
て存在するように な っ たと考えられる o そして ､ 他の フラ ボノイ ドと同様
に液胞 - 輸送され ､
その酸性環境にお ける化学的な変化によ っ て フ ラ ビリウ ムカチオ ン ､ つ まりア
ン トシ ア ニ ン
色素が誕生 したの で は な い だろうか o も しこ の倣説が事実で あるな ら､ A
N Sが厳密な C-3
位酸化の選択性を持たな い ､ つ まり 2R･3S,4S
I Cis - ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジン (e･g･ 9) の C-4 位
を酸化して しまう事実も理解できるo 今後､ A N Sと同様に C
-3 α -選択的な水酸化酵素で ある
FLS, お よび c-3 β一選択的な水酸化酵素 F3 H の結晶構造が解析さ
れ ､ それ らの活性部位にお
い て どの ように酸化反応の立体化学が決定され て い るか解明されて
い く こと により､ この基
質選択性に つ い て のさ らなる知見が得られ るで あろうo
ア ン トシ ア ニ ン 色素を持つ ようにな っ た植物は ､ その鮮やか な色
に よ っ て 花粉媒介者をよ
り有利に引き つ けるようになり､ 繁殖してきた と考えられる｡
つ まり ､ 多少の無駄遣い が起
こ ろうともア ン ノトシ ア ニ ン 色素を生合成し蓄積す るこ とが ､ 結果とし
て は植物に と っ て 利益
となるの で は ない だろうか ｡
46
謝辞
本研究の 遂行に あたり､ 終始御指導御推撞を賜りました ､ 千葉大学大学院薬学
研究院遺伝
子資源応用研究室の 斉藤和季教授に謹んで御礼申し上げます o また ､ 数多く
の御助言､ 御協
力を い ただきま した､ 同研究室助教授山崎真巳博士 ､ 同助手野路征昭博
士 ､ 同研究院薬品物
理化学研究室助教授星野忠次博士 ､ 同助手畑晶之博士 ､ サ ン トリ
ー 株式会社先端技術応用研
究所の田中良和博士に ､ 心 か ら御礼申し上 げます｡
本研究の 一 部は ､ 同研究院薬品物理化学研究室大学院生の佐藤慶治氏による献身
的な御協
力の成果で ある ことを附記し､ 心より感謝の意を表しますo
本研究の印刷公表に際して御協力い ただきました､英国univ ersity of Oxfo rd
の C hristopherJ･
s｡b 曲1d教授､ Jo n atha n∫. Tu m 仙1博士 に深謝い たします ｡
また ､ 実験材料､ 機半を快く御提供下さい ま した､ ニ ュ
ー ジ ー ラ ン ドCrop&FoodRe search
lnstitute の Ke vin M . Da vies博士 ､ David H･ Lewis 博士 ､ 英国JohnIn n esC
e ntr eの Cathie Ma血
教授､ ドイ ツ Te chnis che Univ ersitat M 血 chen の Alfo n sGierl教授､ 静岡県
立大学の野口博司教
授､ 森田洋行博士 ､ 奈良先端科学技術大学院大学の橋本隆教授
に深く御礼申し上げますo
本論文の審査をして い ただき ､ か つ 多くの ご助言を賜りま し
た ､ 千葉大学大学院薬学研究
院生体機能性分子研究室の 相見則郎教授 ､ 同研究院活性構造化学研究
室の石橋正己教授 ､ 同
研究院薬品物理化学研究室の根矢三郎教授､ な らびに星野忠次助教授
に厚く御礼申し上げま
す｡
長きに渡りお世話に なりました ､ 千葉大学大学院薬学研究院遺
伝子資源応用研究室の皆様､
ならびに同研究院薬品物理化学研究室の皆様に感謝い たしますo
最後に なりました が ､ 常に私を支えてくれた最愛の妻裕美､ な
らびにす べ て の家族に対し､
心か ら感謝の意を表します｡
47
実験 ｡ 方法の部
1 . 材料 ･ 試薬
試薬や溶媒 に は ､ 特に記述しな い 限り ､ 和光純薬､ 関東化学 ､ あるい は Sigm a
-Aldrich 製
の分析用グレ ー ド以上のものを使用したo また ､ フラボノイ ド化合物は次の ように入手し
たo
2S- N AR 4､ 2 R,3R-tr a m s-DHQ8､ C YDIO､ C3 Gll､ A G D12､ Q14､ APG 15､
PGD18
Extrasynth6se より購入
2 R
,
3S
,
4R-tr a m s-LCD 23､ 2R,3S,4R-tr a njトLP D 24
サ ン トリ ー 株式会社の田中良和博士より供与
2 S
,
4S- cis -APF 37
ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドcrop& FoodRe search ln stitute の Da vid H･ Lewis 博士より供与
2 . cD NA クロ ー ン
各酵素を コ ー ドす る cD N Aク ロ
ー ン は次の ように入手した｡
キ ン ギョ ソウ Antirrhin um m aju sANS Ca luii
77
英国JohnIn n esCentre の CathieMartin 教授より供与
†ウモ ロ コ シ Ze a m aysA NSA2
76
ドイ ツ Te chnischeUniv ersitatM 馳che nの Alfon sGierl教授より供与
ジニ ン ギアSin ningia c wdin alisA N S
耕 襲
ニ ュ
ー ジ ー ラ ン ド crop& Fo odResea rch lnstitute の Ke vin
M ･ Davies博士より供与
トレ ニ ア To' miafou mie'i ANS7n N1
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当研究室とサ ン トリ ー 株式会社基礎研究所(現先端技術応用研究所) の共同研究
に より､ サ マ ー ウ ェ ー ブブル
ー 種 (サ ン トリ ー) より単離
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ペ チ ュ ニ アPeiu niahybTida3 G TPGT8
109
当研究室とサ ン トリ ー 株式会社基礎研究所 (現先端技術応用研究所) の共同研究
により､ サ フィ ニ ア種 (サ ン トリ ー) より単離
ペチ ュ ニ ア Petu niahyblidd A N S､ FL S､ F 3H
本研究
サ ン トリ ー 株式会社基礎研究所 (現先端技術応用研究所) に お
い て 作製されたサ
フ ィ ニ ア種の 花弁由来 cD N Aライ ブラリ に対す る PCR ス クリ
ー ニ ン グに より単
離(3 . 参照)
3 . ペ チュ ニ ア A NS. FLS. F3H cD N A の単離
サフ ィ ニ ア種の花弁か ら作製された cDNA ライ ブラリを ､ 以下
の合成プライ マ ー を用いた
pcR に よりス クリ ー ニ ン グした . 全て の PCR にお い て , Pyro
be st D N APolym erase (宝酒造)
を使用した ｡ こ れらの プライ マ
ー による増幅産物に は ､ 下線で 示す制限酵素認識部位が付加
された｡
ANS
FL S
F3H
(for w ard) 5
(rev erse) 5
(for w ard) 5
I
(re v erse)
I
- c c GA A T TCA TG GTG且ATG CAGT AGT T ACA AC
- 3(
∫
_ GCTCT AGA ACTC GTGA TTC CA ACACAT C A
T C- 3 1
I
- c G GAÅ℡TCAT GÅ丸 姐 CAGCTC AÅG GT GTCAG
T - 3(
5, - GCTCT AGATC 且CTGAGGA AG CTT G T T A AG
C - 3 I
(for w ard) 5
(r ev erse) 5
∫
- c G G GATC C ATG GCAC C TCA 丸CA TT A A
- 3r
∫
_ A ACTGCAGT T A AG CA ÅGA AT TT C CTCAA
- 3 I
4 . 大腸菌用発現 ベクタ
ー の構築
ペチ ュ ニ ア A N S, F LS､ F3H 以外の cDNA クロ
ー ン (2 ･ 参鮒 に つ い て は ､ 次の合成プ
ライ マ ー セ ッ トを用い た PCR を行っ た o 各 cDNA の翻訳領
域両端に は ､ 下線で示す制限酵
素認識部位が付加された ｡
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キン ギs[ソウ A N S (f)
(r)
トウモ ロ コ シ , W S (f)
(r)
ジ ニ ン ギア AN S (i)
(r)
トレ こ ア AN S 帆
(r)
ペ チュ ニ ア3 GT (f)
(∫)
5 I - C CG GA A T C A T G G CAC GCA ALT AG CTC CAC C CTCAC G G G
- 3 I
5, - G CTC T AGA T T A CT A ACA AC CT TCTCA TCT TGTT TC C GA T
- 3 I
5 , - C C G GÅ良T TCA TG GAGTC GTC G C C GCTG C T G
- 3I
5 , - G CTCT AGA T C AGTTGG T C TG C G G C GG C G GC
- 3 I
5 , - C C G GAA T TCA TG G CAC CA AG C C且C GAGT T
- 3I
5 , - GC TCT AG A T T A TC CTCTGGCT TCTT T GCAC
- 3(
5, - CCG GA A T TCA TGGTT TCTC CAGCA TCTC C GÅGC C C G GC C C
- 3(
5 , - G CTCT AG ATCACTCA ACACTCT TATCA TCAT G CTCA ACA
- 3I
5 I - G C T CT AGA AT GACTA CT TCTC AACT TCACA
- 3I
5 , - A ACTG CAGT C A 乱GTAAG CT TGTG 且CATT T A
- 3I
これらの プライ マ ー を用い た PCR によ っ て得られた増幅産物､ お よび
ペチ ュ ニ ア ^N SIFLS､
F3H を 一 旦 フ ァ ー ジミ ドベ クタ ー
.
pBlu es criptIISK
- (Stratage ne) にサブク - ニ ン グし､ 塩
基配列の シ ー ク エ ン ス 解析を行 っ て変異の ない こ とを確認した ｡ 続
い て
､
それ ぞれの cDNA
を大腸菌用発現 ベクタ ー pM AL- c2 (Ne wEngland Biolabs) に正方向に導入 した Q
5 . 遺伝子組み換え酵素の発現と精製
遺伝子組み換え酵素の発現と精製に用い た大腸菌宿主 ､ 液体培地 ､
お･よ
びバ ッ フ ァ ー は次
のとおりで ある｡
大腸菌宿主 Es che,ichia coltNo v aBlu e(No vag
e n)
遺伝子型 : e ndAl hsdR17(rK12
･
m g )2
･
)s upE44th u re cAlgyr^ 96relAl
la c[F proA
'B'la clqZAM15::TnlO]
液体培地 10g/= リプトン ､ 5g/1イ
ー ス トエ キス ､ 5g/l 塩化ナトリウ ム､ 2g/1
グル コ ー ス ､ 0.1g/l アン ピシ リ ン
ヵラム バ ッ フ ァ ー 20mM リ ン酸カリウ ム バ ッ フ ァ
ー (pH 7)､ 200mM 塩化ナトリウム ､
5mM ジチオス レイ ト
ー ル (DTT)､ 10%グ1)セ ロ
‾ ル
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溶出バ ッ フ ァ ー 20m M リ ン酸カリウム
バ ッ フ ァ ー (pH7)､ 200m M 塩化ナトリウム ､
5mM D TT､ 10 %グリセ ロ - ル ､ 10m M マ ル ト
ー ス
4 . で作製した発現ベ クタ
ー を大腸菌 No v aBlu e 株に導入 したo 得られた形質転換大腸菌
を前記のグル コ ー ス添加液体培地に お い て 37
oC で 一 晩震漁培養し､ これを前培養液とした｡
本培養で は ､ 前培養液をグル コ
ー ス 添加液体培地で 100 倍希釈し､ 37
oC で 4時間寮 凱 たo
本培養に続い て ､ 最終濃度 o･3m M となるように IF rG
を添加し､ さらに 28
o
C で 3時間､ あ
る い は 16
oC で 一 晩震漁培養するこ とに より､ AN S､ 3 GT､ FLS､ およぴ F3 H
の N 末端側に
MB P(42.7k dalton) が融合した遺伝子組み換えタ ン
パ ク質を発現させた o
遠心 により収集した菌体を､ 冷却 した 0･9%塩化ナトリ ウ
ム 水溶液で 一 回洗浄した のち､
同じく冷却した少量のカラム バ ッ フ ァ
ー に懸濁したo 続い て水冷下､ 40 W の 出力で 1 秒間の
超音波破砕を 20サイク ル行っ たo 破砕した大腸菌液
を 12,000g で 10 分間冷却遠心分離する
こ とに より得られた上清を可溶性タ ン パ ク質抽出画分とし､ 第
一 部に お ける in vi&o 酵素反
応に用い た｡
さ らに ､ ペ チ ュ ニ ア ､ トウモ ロ コ シ ､ およびジ
ニ ン ギア の M B P-A NS 融合タ ン パ ク質に関
して は ､ HiLo ad Syste m (Am ersh am Bioscie n c es) を用い た以下の手傾
で精製を行 っ たo まず､
ア ミ ロ ー ス レ ジ ン 担体 (New England Biolabs) を保持さ
せ たカラ ム に可溶性タン パ ク質抽出
画分を ロ ー ドし､ M BP-AN S融合タン
パ ク質を吸着させ た o カラム バ ッ フ ァ
ー に よ っ て 非吸′
着タ ン パ ク質を洗浄したのち ､ 溶出バ ッ フ ァ
ー に より目的の MBP-AN S融合タ ン パ ク質を溶
出させ 回収した . 以上 ､ 全て の 脚 過程を 4
oC で行っ た o Centricon (Millipo re) を用い た限
外波過により回収した精製 MB P-ANS を濃縮 し､ 活性測
定や コ フ ァ クタ 一 葉求性の検証に用
い た｡
標準的なSDS-PA G E
l10とク マ シ ー プリリア ン げ ル
ー 雛 に より､ 各組み換え酵素の発乳
ぉ よび精製を確認した . また､ タ ン パ ク質の定量
には樺準的な Bradfo rd法
111を 即 也
5 1
6 . 酵素反応と生成物の解析
すべ て の酵素反応 は ､ 次に示す組成の反応液を 30
o
C で 0- 60 分間､ 緩やか に震渡させ る
ことに より行 っ た ｡
反応液取成 20m M リ ン酸カリウ ム バ ッ フ ァ
ー (pH 7)､ 200m M 塩化ナトリウ ム ､
5m M DT T､ 10% グリセ ロ - ル ､ 4m M アス コ ル ビ ン酸ナトリウム ,
o.4m M 硫酸鉄(II)､1mM 2-O G 5､1mM 基質フラボノイ ド4/8/23/24/37､
300- 500t^g酵素タン パ ク質
標準的な方法で は ､ 反応液に対し 1%量の 濃塩酸を加え る こ とにより反応を停止
させ ､ 反
応液 をイ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で 抽出 して フ ラ ボノ イ ド画分と し た o ま
た ､ Ultrafree- MC
(Millipore) を用い た限外波過によっ てイ ソア ミル ア ル
コ ー ル抽出後の水層から酵素を除き､
s u c 6画分とした ｡ こ れ らを 肌 C一 紫外可視検出乳 もしくは H PLC-PDA
-M S により分析
した｡
肝 L C.紫外可視検出紫 (日本分光)
カラム
カラム温度
J
溶媒
流速
検出器
y M C_Pack ODS_A312め 6m m x 150m m (Y MC)
40
oC
メ タノ ー ル : 酢酸 : 水 (20:15:65) に よるア イ ソ クラティ ツ ク
分析
1ml/min
520n m 固定
HPL C.P D A. M S(Agile nt,T her m oElectro n)
カ ラム 同上
カ ラ ム温度 30
oC
溶媒 溶媒 A アセ ト ニ トリル : トリ フルオ
ロ 酢酸 :水 (50:0･1:50)
溶媒B トリフ ルオ ロ 酢酸 : 水 (o･1:100)
o分時 A40:B60か ら 60分時 A80:B20 へ の直線ダラジ
ュ ン ト分
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流速
検出器
析
0.5ml/min
P D A:2 00-600n m ス キャ ン
ESI- MS (Fin nigan I.CQ
DECA) :ポジテ ィ ブイ オ ン モ ー ドにて 80-
500m/z ス キャ ン
AN Sと3G T の共存反応 ､ ある い は連続反応の解析にお い て は ､ 上記反応液に終演皮
1mMと
なるU DP- グル コ ー ス を加え ､ 3 GTの 基質と したo 連続反応の解析で は ､ まず
一 方の酵素のみ
を含む反応液をイ ン キ ュ ベ
- ト し､ 限外漉過に よりその酵素を除去したの ちに もう
一 方の酵
素を加えて ､ 再度イ ン キ ュ べ
- 卜した｡
また ､ A N Sと3 GTの 共存反応と ､ それに続くp=変化に よる フラビリ ウム カ チオ
ン生成の実
験は 次の ように行 っ た｡ まずANSと3 GTの 比を1:9として共存反応を行
い ､ 反応後限外漉過に
ょり酵素を除去した ｡ こ の とき､ 生成した有色化合物の90 %以上 がC3 G ll であ
るこ とをHP LC
により確認 した｡ 漉液を三等分 し､ それぞれ のpHを変化させ た o すなわち ､ 漉液
の1 %真の
濃塩酸を加えてpH 2とし､ 0･5 %量の20%リ ン酸を加えてpH 5とし
たo また ､ 滅液に何も加え
な い もの をpH 7とした o 分光光度計u
-2001(日立) を用 い て 紫外珂 視吸収ス ペ ク トルを測
定する ことに より､ 生成した フラビリウムカチオン型c3 G llを検出し
たo
18oの取り込み実験に 際して は ､ 以下の手順に より反応液中の酸素原子
を置換 し､ 酵素反
応を開始させ た｡ 反応条件､ 反応停止､ お よびその後の分析は ､ 前記
の通りに行っ た｡′
18o2/
16o H2環境
2_O G 5と基質を除い た反応液を気密容器(ゴ ム栓付きバイ アル瓶)内
に調製し､
注射針を介 して 脱気 ､ お よび窒素置換を行 っ た o 95 %純度の
18o2 (Isotec) を容器
中に満た した の ち ､ 2- O G 5と基質を反応液内に添加する
こ とにより､ 反応を開始
させ たo この 操作によ っ て ､ 95% の分子状酸素が
8o2に置換されたとみなしたo
16o2/
18o H2環境
酵素と基質を除い た反応液を マ イ ク ロ チ ュ
ー ブ内に調製し ､ エ タノ ー ル を加え
て か ら遠心 エ バ ボ レ ー 夕に よ っ て 水層を蒸発させ た｡ 水層の 体横
がお よそ20 %程
度にま で減少したの を確認し､ 減少した体積に相当す
る18oH2 (Isotec) を加え ､
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よく撹拝した｡ その後酵素液と基質を添加し､ 反応を開始さ
せ たo この操作に よ
っ て ､ 70% の水分子が
8o H2に置換されたとみなしたo
7 . 計算化学的解析
第二部にお ける計算化学的解析は ､ 次のプ
ロ グラム を用い て行 っ た o
InsightLI(Ac celrys)
A NS の結晶構造デ ー タ (PDB: 1gp6) に対する天然型基質9tア
ス コ ル ビ ン酸の 配
置､ お よび鉄に配位して い た水酸基のFe
IV
= o 7ヘ の変更に用い た o
Ambe,7.0(Univ e,sityof Califomia,Sa nFr ancis c o)
112･ LIB
酵素 一 基質複合体の モ デ
l)ン グに際して ､ プロ グラ ム パ ッ ケ
ー ジに含まれるLEaP
モ ジ ュ ー ル により水素原子を発生 させた o また ､ 溶媒条件
を再現するた めA N Sの周
りに7Åの 幅で 立方体状に水分子を発生さ
せ た結果 ､ 全体 と して350個の 結晶水と
7
,
507個の 溶媒水分子が存在して い た o 水分子
の モ デル に はTIP 3 Pl
14を採用した｡ 鉄
原子とそれ に配位して い るHis
-232､ Asp-23 4､ His
-28 ､ SU C 6､ および酸素原子を
含む系に おける量子化学計算 (次項参照) により得
られた正確な点電荷を､ 各原子
に割り当て た (Figures)o
分子動力学計算 m o rc efleld には､ Par m
99115を使用した o その際､ フ ァ げ ル ワ
-
J
ル ス 相互作用､ およびク
ー ロ ン相互作用の計算 に用 い たカ ッ トオ フを10オ
ン グス ト
ロ ー ム に ､ タイ ム ス チ ッ プを1フ ェ ム ト秒に設定し ､ 全
て の 結合に関して近似を用
いずに計算した o また周期境界条件を適用
し､ 温度､ 圧力は
一 定とした o ク ー ロ ン
項の計算にお い て は ､ PanicleM esh Ew a
ld法により長距離間の相互作用を計算したo
分子動力学計算に先立 っ て ､ モ デ
ル初期構造の立体的な歪を解消するため ､ 甜
4,00 0ス テ ッ プの分子カ場計算を行っ た o 初
め の3,00 0ス テ ッ プは最急降下法を用
い ､
最終1,000ス テ ッ プは共役勾配法を用
い た o
続い て ､ 最初の56ピ コ 秒間で温度を5ケ
ル ビ ン か ら300ケル ビ ン まで上昇させ ､ 3 00
ケル ビ ン を保 っ た 状態で10ピ コ 秒のMD
シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を行っ た o こ の シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン に お い て 構造が安定したこ とを確認 し､ 最終
5ピ コ 秒の 平均構造を生体条
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件にお ける揺らぎの構造と した (FigtlrW)o
Gau ssia n98(Gaussia n) 116
まず､ 分子動力学計算に お けるク
ー ロ ン相互作用の計算に必要な点電荷を正確に
求め るため ､ 密度汎関数法
117, 118 によ る開穀系で の計算を行 っ た o 交換項 ､ 相関項
の計算に は B3 LYPを採用し ､ 基底関数として は3
-21g* *を用い た o
反応機構解析の た め の量子化学計算を行うに あたり､ 前項
の分子動力学計算で 得
られた構造か ら活性部位を切り出して ､ 合計 81 原子の構造
を得たo 全体の 電荷は
マ イ ナス 1 とし､ 五重項による計算を行 っ た o 計算の手法は上記
と同様であるo 切
り出した部分の炭素原子とそれに結合して い る水素原子
の座 断 固定し､ さ らに基
質の 一 部を固定した (Figu re10)o こ の 固定条件の も
と初期構造の極小化計算を行
い ､ 得られ た構造を反応始源系と した o 反応に伴っ て移動
する原子間の距離をパ ラ
メ ー タと して 変動させ ､ それに応じた極小化構造およびポテ
ン シ ャ ル エ ネルギ ー を
求めた｡
以上 の計算 は ､ 主に 千葉大学総合メ ディ ア基盤
セ ン タ ー 研究用計算機 ｢cuhas+ お よび千葉
大学薬学部薬物 -受容体相互作用解析シス テ ム計算機
｢
akashiJ を使用して行 っ たo
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(研究業績発表会要旨) アントシア
こ ンの生合成機構に関する研究
ゲノム機能学構座 (遺伝子資源応用研究皇) 中嶋 淳
一 郎
1 . 序論
ア ン トシ ア ニ ン は高等植物の 花部や果実における主要な色素
で あり､ 近年そ の抗酸化活性に基づく薬理作用が
注目を集めて い るc ア ン ト シ ア ニ ン に代表される フ ラボ
ノイ ドの 生合成反応は多くの植物種に共 駅 ありその全
体像はすで に確立して い るが ､ 色素 として特に重要な発
色段階の反応機構は 剛 されて いな い ｡ 発色段階は 鵬
の 2 R,3S,4 S- cis- ロ イ コ ア ン トシ ア ニ ジ ン (例 : ロイ
コ シ ア ニ ジ ン L C D1) から有色の ア ン ト シア ニ ジ ン 3
- グル コ
シ ド (例 : シ ア ニ ジ ン 3- グル コ シ ド C 3 G2) が生成す
る段階であり､ ア ン トシ ア ニ ジ ン 合成酵素 (A NS) による
酸化反応とフ ラボノイド3- グル コ シ ル転移酵素 (3 G
T) による配糖化が関与して い る｡
2. 遺伝子組み換え酵素を用いた生化学的研究による反応機構の解析
2 _ 1 . C3Gの生合成と発色の メカニズム
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ア ン ト シ ア ニ ン生合成の モ デル 植物で ある
ペ チ ュ ニ
ア､ キ ン ギ ョ ソウお よびトウ モ ロ コ シ の A N Sを遺伝子
組み換え酵素として大腸菌で発現させ ､ t
･
n viLrO に おけ
る A N S活性の 解析に用い た ○ 全て の AN Sが 2
- オ キソ
グルタ ル酸 2- OG 3､ ニ価鉄イオ ン Fe
ll
､ 分子状酸素 02
ぉ よびア ス コ ル ビ ン酸の 存在下 2 R･3S･4 R
-tra m s-L C D4 を
酸化し反応後の酸性条件下で有色の シ ア
ニ ジ ン C Y D 5
を生じ ことから､ A N Sが 2- オ キ ソ グルタ ル酸依存性
二
原子酸素添加酵素 (2-OD D) で ある こ とが生化学的
に
証明された｡ また ペ チ ュ ニ アの 阻み換え3G Tと
A NS を
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用 い た連統反応の 再構成実験 に より, 2 R･3 S,4 R
-trm2S-
L CD 4に対する A N Sの酸化反応の後 3 GT のグ
ル コ シ ル化が起こる ことが 櫛 された ｡ 酵素反応後の C3 G は 成
に はア ン ト シ ア ニ ン の 貯蔵される液胞程度の 離 条件
で十分 であ っ た こ とか ら､ 生体内における反応
の 概要が解
明 紬 た . 中性 鯛 の細胞質にお い て 2 R･3S74 S
-cis-L C Dl はまず A N Sに酸化されて 4S
-2- フラ ベ ン -3,心 ジオ ー ル 6
となり､ 熱力学的により安定な 3
- フ ラ ベ ン ー2,3- .} オ
ー ル 7 (ア ン トシ ア ニ ジ ン の シ ュ
ー ド塩基) へ 非酵素的に異
性化する｡ これらジオ
ー ル `, 7 が 3GT によ っ て グル コ シ ル化された後に液胞
へ輸送され､ その 離 矧 こよ っ て
水酸化物ア ニ オ ン が脱離して有色の ア ン ト シア
ニ ン C 3G2 とな る｡
しかし 4 S-2- フ ラ ベ ン ー3,4- ジ オ
ー ル 6 を生じる経路には､ [a]C-2, C
-3 位からの 直接的脱水素､ [b]C-3 位の水
酸化 による 2 紳 フラ - 3,3･4J リオ
- ル (3,3-ge m:}オ
ー ル 8) 生成とそれ に続く自発的脱水､ および[c] c
-
3 位か らの脱水素による 2 R,4 S-3- フ ラボン
ー4- オ ー ル (3- ケ ト ン 9) 生成とケ ト ユ ノ
ー ル 互変異性化が可能である
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が基質の水酸化や不飽和化を触媒する (Sche m
e 2)｡ フ ラボノ
ー ル 合成酵素 (F LS) お よびフ ラ バノ ン 3P
- 水酸化酵素 (F3 H) は A N Sと - でフラボ
ノイドの生合成経路にお
ける主要な2- O D Dであり､in viv o で は それぞれ
2 R･3 R-q m s
- ジヒ ドロ フラボノ ー ル (例:ジ ヒ 巾 ケル セ ナン D HQ
12) および 2 S- フラ バ ノ ン (例
: ナリンゲニ ン NA R 13) の C-3 位酸化に関与して
い る｡ これらの 活性部位構造は
高度に保存 紬 て おり反応機構も - して
い ると考えられた こ とから､ ペ チ ュ ニ アの 遭伝子阻
み換え A NSこ F LS
ぉよび F3 H を用い た酸素安定同位体 (分子状酸素
18o2 あるい は水
18o H2) の取り込み実験を行い ､ 以下
の 知見を
得た (Table 1)｡ _ , i , ._._血 ､ A . . 〈 ,1 6( . T 洩 , _ L ._ . .∩ _ 州 n .hn ｡,.8D 州 o ｡nzYm ｡.”,,oducls.
環境下では全く取り込まれなか っ た o ま た
シ ロ イ メ ナズ
JL■tl
l
l■=リ ▼ P F B [
- ‾■
ナ A NS および F LSの 2 S-N A R13酸化
に より 1 8o2 の 酸素
原子を取り込んだ C13 伽
-fa c eの 水酸化物 2 R･3S- cis-DH K
15が生成した , と の結果が C･J･Schofield のグ
ル ー プから
全く独立にか つ 同時に出された o こ れ ら
の 結果は C-3 位
に挿入され た水酸基 の酸素原子が分子状酸
素に 由来する
ことを証明し､ 少なくとも 2 S
-N A R13に対する これら 2･
o D Dの 反応中には Fe
IV
=o ll(あるい は他の 中間体) と
水分子との間に交換が起 こらない こ とを意味す
る ｡
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ぉよび FL S の酸化反応は C-3 位 α -fa ceの 水酸化と挿入された
18oR の 特異的な脱離であるか ､ あるい は酸
素原子の 翻ロを伴わな い直接の C-2, C
-3 位脱水素または 3- 1 トン 化 成で あると考えられるo
･ⅠⅠ,
の 結;Oz/:
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的な交換が起こらなか っ た こ とを考慮すると､
18
o E2 の酸素原子は A N Sや F L Sによ っ て生じ
た反応中間
体の段階で フラボノイ ド分子 - 取り込まれると考
えられ るo すなわち中間体を経ない C-29 C-3 位 の直接
不飽和化が起こる可能性は償い と判断できる ｡
また ペ チ ュ ニ ア A N Sは 2 R,3 R-qa n s-D BQ 12を Q 16
に酸化する FLS活性を示し､ A N Sと F LSが同
一 の 反応を
= _ ー _ ,ー. 山 _.ー d ゴ ム V , ,LL ＋_せ 仙 J 九 卜∫ L 爪 蛙 鼠 坊､E. つP l.マA.q/ R_ L Cl) 1/4もしくは 2 R,3 R
-Lra nS-D IiQ 12 に対G ■ヽ ▼ ヽ■一 ■ ′ 一
触媒する酵素である可 離 を裏付けたo 以上の結果から､
2 R･3 S･4 S/R- D 1/4
_ t_-I Jh J l_ t - 1_rJ J■ヽ′ Y l､ ′ ヽJ ■ ▼'■1 1 , Il'
する A N Sおよび 札S の 酸化反応は C
-3 伽 - の水酸化によ
る 3,3-g 鰍 ジ オ
ー ) - /18/1 9 の生成であり､ 挿入された水酸基
が特異的に脱離して生t3 る(あるい は直接生成する)3
- ケ ト ン
9/20/2 1と の 平衡化の 過程で水分子が取り込まれ る機構
が示唆
された (Sche m e3)｡ Fe
IV
- o 11による最初の
18o 導入はα -fac e
に 起 こ るが ､ その後 の脱水とβ-fac eからの
1BoH2付加 に より､
18
o
を含むフラ ボノイ ド分子が生成する｡ こ の とき鉄原子 (あ
る
い は鉄に結合した水分子) は Lewis 酸と して 機能し､ 水
の付
加を助けると考えられ るo また
18o 置換の 程度は中間体の 寿命
に依存する｡
ペ チ ュ ニ ア A N Sによる 2 R,3S,4 R-tr a m s
-L C D 4の in viLro
酸化反応に お いて は､ 予想された反応生成物
C Y D 5だ
けでなく2 R,3S-cis- D tIQ 17や Q 16が生じ (それぞ
れ生
成物全体の 26, 3 1, 43%)､ これらにも
18o H2 の酸素原子
が取り込まれた(TableI). ペ チ ュ ニ ア A N Sが強力な
F L S
活性を持 つ こ と､ ま た 2 R･3 S,4 R-tr ams
-L CD 4の 四電子酸
化物である Q l6に対する
18
o の取り込みが 二電子酸化物
である 2 R,3S-cis-D HQ 17 より高い原皮で起こ つ た
こ とか
ら q 捕 が AN Sの 二重酸化物で あると考
えられ､ 次の よ
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ぅな横構が示唆された (Scheme 4)o 水分子
の 18o を取り
込んだ 3,3-ge m- ジオ
ー ル 8 n 8は､ そ の後の 脱水に際して C
-2 位 約 い は C-4 位水素原子の脱離を伴うため
二種類
の 3,む ジオ ー )V (4S/R-2- フ ラ ベ ン -3,小 ジオ
ー ル 6/2ある い は 2 R-3- フ ラ ベ ン ー3,4
- ジオ ー ル 23) が生じうる｡ 4S/R-
2_ フ ラ ベ ン ー3,む ジオ ー ル 6/22はそ の後の 離 鮒 で C Y
D 5となり､ 2 - フラ ベ ン-3･4 -
- ル 23 はその互変異
性体 2R,3 S-cis- DHQ 17または 2 R,3 R
-q m s- D HQ 12を生じる o 2 R･3 R
一 打 m S-D HQ 1 2は AN Sによる 二度目の 靴 に
ょり Q 16 にまで酸化 - るo ま た 4 S
/R-2- フ ラ ベ ン ー3,み ジオ
ー ル 6/2 之 の C-3 位また は C A位再酸化による Q
16
生成の 可 離 もあるが､ ニ 垂に
1 8
o 置換された Q 16が検出されなか っ た こ とか ら
C - 再酸化の場合は水分 印
関与しない と考えられる ｡ また C Y D 5が高
い確率で 18o 置換された ことから､ その 前駆体
刷 a v-2- en-3,4 J io1 22
の 寿命は比較的長い と判断できる ｡
一 方､ 2-O D D反応の共生成物 SUC IOは その生成時
に 02 由来の酸素原子を取り込む反応機 即
一 般的に認め
られ て い るが (Sche m e2)､ げ れ の酵素を用
い た場合に も 18o2 の酸素原子は取り込まれず
･18oH2 の酸素原子が取
り込まれた ｡ 二重の
18o 置換が観察されなか っ た こ とからも､ S U C IO
が鉄原子 へ 配位して い る時点で水分子との
交換が起こると考えられるo
2 - 3 . 31 デオキシアン卜シア ニ ジンの生合成反応
デオキ シ ロ イ コ ア ン ト シ ア ニ ジ ン (例
:2 S･4 R- ア ピ フ ォ ロ
■.′ ヽ ′ -' ■ー ‾ーr
- ル AP F 25) が A N Sによ っ て A G D 24 に変換さ
れると考
ぇられて い るが , こ れ ま で に実験的な証拠
は得られ て い な
か っ た ｡
遺伝子組み換えジ ニ ンギア A N Sおよび
ペチ ュ ニ ア A N S
は どちらも 2S,4S-A P F 2 6を酸化し付加的な酵素
を必要とせずに
ー ヽ.3 ?- - .1 ▲ ヽ ▼ ( 1 J-
Pc)†b a
ユ …
･三It三nJ .1l
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sche m e5Po sstble rn echd nkr nfo r^ G
Dprodu ctk)nfro m^PF･
AG D 2 4が生成した○ こ の とき 2 S
-N A R13や
菅 隈 刀u 閃
′よ 野 雅
■
む ' n 許 し じ 7 I
-
` ー
〉 V - -
2 R,3 S- cis-D H K1 5は検出されなか っ た o ま
たジ ニ ンギア A N Sは ペチ ュ ニ ア A N S同様 2 R･
3S,4 R- q ms
-L C D4 から
cy D 14､ 2 R,3 S
- cis-D EQ 17 およびQ 15を生じた
ことか ら､ これ ら A N Sの間に機能的な差はなく A
N Sが げ オ
キ シ体 の酸化反応をも触媒する ことが証明されたo
その反応機構は L C D 1/4 に対する反応と同じ
C-3 位水酸化と
脱水 [path A] か , あ るい は直接の C
-2, C-3 位脱水素[pah B]8=よる 4 R/S
-2- フラ ベ ン A - a
- ル 2 7/2 8の生成を
70
擾由すると考案される (Scheme 5)｡ 生成物の 多様性が見られなか っ た こ
とから, 水敢化を経た場合はそ の後野乗上で選択的な C-2. C -3 他の脱水が
起 こると考えられる｡
3 . J 子力学f 井による反応8LIIの解析
近年 ､ シ ロ イヌ ナズナ A N S の結晶構造が解明され , 2 R,3 R-Lr m s- D HQ 12
を基質と した勧化反応前後の構造がタン パ ク質デ ー タバ ン ク (P D B) に登
録ざれた｡ こ の うち酸化反応後の構造(p D Bcode :1gp6)をもとに Fd
v
= o 1 1､
天然型基貫 2 R,3 S.4 S- tis- L C D lお よびア ス コ ル ビ ン敢を再配置し電荷を非
局在化させ た モ デル に お い て A M B E R 7.0 プ ロ グラ ム に よる分子動力学計
＼
､ _i:
:
-L,th
i3.も▲
■ 叫IL
算 (M D) を行 っ た｡ 31 0 Kに お ける 1 0 0p写 の M D シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の う
こ
Iijt㌔
ち､ 最終 5 ps の平均構造 を生体内における酵素- 基質複合体の構造とした
(FIB. 1)｡ 酸化反応の 中心 Fc
]V
=o 11 の酸素原子に 対する2 R,3 S.4 S<is･LCD 1
の C_3 位水素およびc_4 放水素の鹿#はそれぞれ3.93 A, 3.05Å となり,
意外にもc4 位教化が有利である ことが示唆された ｡
得られた構造の活性部位を抽出したモ デル に対する Ga u ssia n 9 8プロ グ Fb.. ▲y 叫 dhJ Eh d 廿● od h 瓜● d ^PIS.
ラ ム を用 い た量子力学計算 (QM) により, 以下の 反応に伴う エ ネル ギ ー 遵移が求められた (Fig. 2)｡ C-3 位 の敢
化反応で は , まず 2 R,3 S,4 Sィis- L C D l①から水素原子が引き抜かれて 31 ラ ジ カ ル 中間体②､ さら に C-3 水酸基の
水素も脱碓した 3- ケ ト ン 9 が生L. る③｡ 続 い て鉄原子に配位して い る S U C IOが構造変化を起こして水分子中の
プロ ト ン を受け取り④､ 生L
'
た水勧化物イオ ン が C-3 位 に付加する⑥｡ S U C IOに烏合して い た プロ ト ンが C-3
の敢化物イオ ン に付加 し､ 3,3-ge7ZZ･ ジ オ ー ル 8 を生成する⑥｡
による 4- ラ ジカ ル中間体⑦, さらに C 4 水敢基の 水素も脱鮭
した 4- ケ ト ン が生成するが⑧, こ れ は安定な2 R.3 R-Lr m s- D rrQ
12 であるため これ以降の 反応は起こ らな い こ とが示された｡
計算 の結果か ら､ C･3 位､ c-4 位 の どちらの酸化反応も可能で
あるもの の C･4 位敢化による 2 R3R･LT m SID llQ 1 2の 生成が エ
ネル ギ ー 的 に有利で あり､ 色素 c3G 2 ヘ と続く C-3 位の酸化
が副反応に すぎない可能性が示唆された｡
一 方 c-4 佐敷化に お い て も, 水素原子の引き抜き
L ｡ - . sL疋 1 .
hr
o
L
J 反 面 】
I-t止 ■一t 5,▲2 5
2A ii4 W I
l亘亘垂壷】
4 . 抱括 - A N Sの拘与する反応の全容 -
以上の 結果を抱合的に 判断しA NS の酸化反応全容を考察した
F8 2 †r 耶IIヒ巾 d ne FH>†耶fkd 叩 du q A NSr 此 れ .
(sche m e6). まずLTL Vivoで は 2 R3S,4 S< J
'
s- L C D I
の C14 位敢化による 2R3R- qLZn S- DliQ 12とその再酸化物 Q 16 の生成が鍵先的に起 こ ると予想される｡ C 13 佐敷化
が起 こ っ た場合は 2 R.4 S-3- ケ トン 9 および2 R,4 S-33-ge ”21 ジオ ー ル 8 を経由し, そ の C-2, C -3 位か らの脱水により
4 S･2- フ ラ ベ ン -3,4･ ジオ ー ル 広 が生成する (C-3, C-4 他 の脱水に よる 2 R-3- フ ラ ベ ン ー3,41 ジ オ ー ル 23 の 生成より有
利との報告から)｡ 4 S12- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー ル 占 は 3 G T のグル コ シ ル化を受け, そ の後 の 酸性条件下 (液胞) で
色素 c 3 G 2となるが, A N S の活性部位にお い て さらに酸化を受けた場合は Q l丘を生t: る｡ こ の ように生成物の
フ ロ ー は大部分がQ ldを生成すろ方向に流れて おり, シ ロ イメナズナ A N Sに よる 2 R3S,4 SI Cl
'
s- L C D l酸化物 (Ln
vL
'
TD) の 8 5% がQl 占 であ っ た と いう schofieldら の患果を其付けた｡
一 方, 非天然型基質2 R3S,4 R-1 £ D 4を用 い た Ln vJ'qu 反応では C-3 位酸化が起 こり､ 2 R,4 R-3- ケトン 2 0および
2 R
,
4 R-33-g m - ジオ ー ル I Sを径由して 4 R121 フ ラ ベ ン -3,41 ジ オ ー ル 2 2ある い は 2 R･3- フ ラ ベ ン ー3.4- ジオ ー ル 2 3が
生成する｡ 4 R-21 フ ラ ベ ン ー3,4- ジ オ ー ル 2 2か らは再酸化物 Q l占および c y D 5が生L
'
, 2 R-3- フ ラ ベ ン ー3,4- ジオ ー
ル 2 3 か らは互変異位体
2 R
,
3 Rh m s- D HQ 12と再酸
化物Q l 占ならびに 2 R,3 S-
cis-D HQ llが生じる｡
3 - ケ ト ン ∽ ○ とその 互
変異性体 で ある 4 S･21 フ ラ
ベ ン ･3,4- ジ オ ー ル 6/22あ
る い は 2 R-31 フ ラ ベ ン 13,41
ジオ ー ル 23 の間 の 活性化
エ ネ ル ギ ー 障 壁 は 60
kc al/Jn Ol以上と計算された ｡
したが っ て こ の 互変異性化
は海 こらな い と考えられ る｡
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